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SOMMAIRE
Certaines études suggèrent mais ne démontrent pas de façon conclusive que l’enzyme de
synthèse du NO endothéliale (eNOS) pourraient se retrouver dans des sites intracellulaires
notamment, le noyau. Le but de notre étude fut d’étudier la présence de la eNOS au niveau
nucléaire ainsi que du rôle du NO dans la transcription génique. Dans ce mémoire, nous avons
démontré par microscopie confocale que l’enzyme eNOS peut transloquer au niveau nucléaire
dans des cellules COS-1 et HTC4 transfectées avec le gène eNOS-GFP ainsi que dans des
cellules endothéliales de microvaisseaux cérébraux de porc nouveau-né (PCEC). Des analyses en
microscopie électronique ont montré une présence nucléaire basale de la eNOS au niveau
périnucleaire et nucléaire dans des hépatocytes de tissus de foie de rat. Cette présence fut
confirmée par des analyses d’immunobuvardage dans des noyaux d’hépatocytes de foie de rat
(NfR). Par ailleurs, nous avons démontré que le récepteur du NO, l’enzyme guanylate cyclase
soluble (GCs) est également présente au niveau périnucléaire et nucléaire des NFR. Des études de
mesure de production de nitrite ainsi que des études de phosphorylation nous ont confirmé que
l’enzyme eNOS peut être active au noyau suite à une stimulation de NFR avec l’acide
lysophosphatidique (LPA) connu pour activer la eNOS. Par ailleurs, la stimulation de NFR à
l’aide du donneur de NO, le sodium nitroprussiate (SNP) a induit une production de GMPc par la
GCs nucléaire. Finalement, la signalisation nucléaire du NO fut étudiée, et nous avons découvert
qu’une stimulation de NFR avec le SNP pouvait induire l’expression du gène pro-inflammatoire
de l’enzyme de synthèse du NO inductible (iNOS), expression qui est dépendante d’une voie
impliquant la GCs et la protéine kinase G (PKG), le calcium, les ERK1/2, ainsi que le NF-KB.
Cette étude décrit pour la première fois une transcription du gène pro-inflammatoire iNOS par le
NO produit de façon locale au niveau du noyau.
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Nuclear localization of eNOS has been proposed, but flot clearly demonstrated and, with no
appointed functions. In the present study, we investigated the nuclear presence of eNOS and the
possible role of nuclear NO in transcription. Using confocal microscopy, we demonstrated that
eNOS is able to translocate into the nucleus of eNOS-GFP transfected COS-1 ceils and in porcine
cerebral microvascular endothelial ceils (PCEC). Electron microscopy performed on rat liver
hepatocytes showed a perinuclear and nuclear distribution of eNOS. Presence of eNOS at the ceil
nucleus was ftirther revealed by Western blot on rat liver nuclei (RLN) subcellular fractions. We
demonstrated that the NO receptor, soluble guanylate cyclase (sGC) is also present at the
perinuclear and nuclear region of RLN. Nitrite production and phosphorylation studies in isolated
RLN confirm that nuclear eNOS is active afier stimulation with lysophosphatidic acid (LPA),
which is a known eNOS activator. Moreover, stimulation of isolated RLN with the NO donor,
sodium nitroprusside ($NP) induced cGMP production by the nuclear sGC. Finally, NO nuclear
signalling was studied and we discovered that nuclear stimulation with SNP evoked the
expression of the pro-inflammatory gene iNOS. This expression appeared to be induced by sGC,
protein kinase G (PKG), calcium, ERK1/2, and Nf-kB. This study describes for the first time
expression ofthe pro-inflamrnatory gene iNOS by NO produced locally in the nucleus.
Keywords : nitric oxide, nitric oxide synthase, nucleus, gene expression, inflammation.
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1.1 LE MONOXYDE D’AZOTE (NO)
1.1.1 Historique et rôle du NO
La découverte de la nature endogène du monoxyde d’azote (NO) a été l’un des
accomplissements majeurs en biochimie durant ces dernières années. En 1980, Furchgott et
Zawadzki ont trouvé que la relaxation des vaisseaux sanguins en réponse à l’acétylcholine avait
besoin d’un endothélium intact (Furchgott R.F. et al., 1980). Le NO a été identifié comme le
facteur de relaxation dérivé de l’endothélium (EDRF) (Palmer R.M. et aÏ., 1987; Ignarro L.J. et
al., 1987).
Le NO endogène est formé à partir de la L-arginine par oxydation du groupe aminé
guanidine par catalyse avec l’enzyme de synthèse du NO (Palmer R.M. et al., 1988). Le NO
endogène est connu pour être impliqué dans plusieurs processus physiologiques importants,
agissant en tant que régulateur du débit sanguin (Moncada S. et aï., 1989; Vanhoutte P.M., 1989;
Ignarro L.J., 1990), que neurotransmetteur central et périphérique (Knowles R.G. et aï., 1989) et
con-une agent cytotoxique (Hibbs J.B. Jr et al., 1987). De plus, le NO inhibe l’agrégation
plaquettaire (Busse R. et al., 1987) et est considéré comme étant un vasodilatateur endogène.
1.1.2 Mécanismes d’action du NO
La figure 1.1 résume la chimie du NO. Les concentrations et les sources du NO sont les
facteurs majeurs qui détenniinent les effets biologiques du NO (Wink D.A. et aÏ., 1998). À des
concentrations faibles (< 1 1iM), les effets directs du NO prédominent. À des concentrations
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Figure 1.1- Résumé de la chimie du NO1. Les effets NO montrés à gauche sont induits à des
concentrations de NO élevés, alors que les effets du NO, montrés à droite sont induits à des
concentrations de NO plus faibles.
élevées (> 1 iM), les effets indirects du NO engendrés par les espèces d’azote réactives (RNS)
prévalent.
Les effets directs du NO impliquent pour la majorité une interaction du NO avec des
complexes métalliques. Les réactions du NO avec des protéines contenant un noyau hème sont
les plus importantes du point de vue physiologique et incluent des interactions avec l’enzyme
guanylate cyclase soluble (GCs) (Martin E. et al., 2000) et le cytochrome P450 (Wink D.A. et al.,
1993). Le NO peut également interagir avec des protéines sans noyaux hème, d’autres métaux de
Tiré de $ Davis KL, Martin E, Turko IV, Murad f. Novel effects of nitric oxide. Annu Rev
Pharmacol Toxicol. 2001; 41:203-36.
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transition tel que le zinc, des radicaux de protéines, les ribonucléotides réductases, et les
cyclooxygénases (Davis K.L. et al., 2001; Hanafy K.A. et al., 2001).
Les effets indirects du NO, produits à travers l’interaction du NO avec 1’O2 ou le O2,
+ .incluent la rntrosylation (lorsqu un NO est ajoute a une amine, thiol, ou groupe aromatique
hydroxyl), l’oxydation (lorsqu’un ou deux électrons sont enlevés d’un substrat) et la nitration
(lorsqu’un NO2 est ajouté à une molécule) (Wink D.A. et al., 199$). Dans les solutions
aqueuses, le NO peut subir l’autoxydation (i.e. réaction avec 02) pour former du N2O3; ce
composé peut par la suite être hydrolyser pour fonner du nitrite (Ford P.C. et al., 1993). Non
seulement le NO peut être autoxydé, mais il peut également réagir avec le O2 pour produire le
puissant oxydant, le peroxynitrite (ONOO) (Huie R.E. et al., 1993). Le ONOOE agit comme
agent de nitration pouvant modifier les protéines, les lipides et les acides nucléiques.
1.1.2.1 Effets directs du NO sur la GCs
Durant les conditions biologiques normales, les concentrations de NO sont faibles (< 1
p.M) et plus probablement, le NO va interagir avec des complexes hêmes dans les protéines, tels
que la guanylate cyclase soluble (GCs), l’hémoglobine, le cytochrome P450, ou la
protoporphyrine IX (Davis K.L. et al., 2001). La plupart des actions physiologiques du NO
proviennent de l’activation de la GCs dans le muscle lisse qui transforme 1 mole de guanosine 5’-
triphosphate (GTP) en 1 mole de 3’,5’-cyclic guanosine monophosphate (GMPc) et 1 mole de
pyrophosphate (Murad F. et al., 1990; Ignarro L.J. et al., 1991; Hobbs A.J. et al., 1997). La
liaison du NO au noyau hème de la GCs induit un changement de conformation qui augmente
l’activité enzymatique de 400 fois (Katsuki S.et aÏ., 1977).
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1.1.2.2 Effets indirects du NO sur des protéines
1.1.2.2.1 S-nitrosylation
La $-nitrosylation de résidus cystéines résultante de l’addition d’un groupe NO modifie
l’activité de plusieurs protéines. Puisqu’il est improbable que le NO agisse directement sur le
résidu cystéine, le NO interagit donc avec l’O2 ou le O2 afin de produire des RN$ capables de
nitrosyler des résidus cystéines. La nitrosylation est une réaction chimique et non pas une
réaction catalysée par une enzyme. Par contre, il semblerait qu’il existe une certaine spécificité
dans la nitrosylation. Premièrement, ce ne sont pas toutes les protéines possédant des résidus
cystéines disponibles qui deviennent nitrosylées. La localisation subcellulaire ainsi que
l’environnement chimique local (i.e. la concentration locale de NO et des molécules qui
réagissent avec le NO tel que O2 et les protéines avec un noyau hème) peuvent dicter, jusqu’à un
certain point, quelles protéines peuvent être nitrosylées.
La nitrosylation modifie les fonctions de plusieurs protéines incluant le récepteur N
rnéthyl-D-aspartate (NMDA) (Choi Y.B. et al., 2000), la p2l’ (Lander H.M. et al., 1997), la
caspase-3 (Mannick J.B. et aÏ., 1999), et la g]ycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH) (Molina y Vedia L. et al., 1992), suggérant que la nitrosylation puisse être un
mécanisme de régulation cellulaire important.
La nitrosylation peut également moduler l’activité de plusieurs canaux. La nitrosylation
d’un résidu cystéine unique sur la face intracellulaire du canal nucléotide cyclique (CNG)
impliqué dans les signaux de transduction de la vision et l’odorat résulte en une activation du
canal (Broillet M.C. et aï., 1996; Broillet M.C., 2000). Une polynitrosylation du canal de relâche
du calcium cardiaque (récepteur ryanodine) résulte également en une activation du canal (Xu L.
et al., 1998).
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1.1.2.2.2 Nitration sur tyrosine
La fonTiation de nitrotyrosine a été démontrée par des marquages immunohistologiques
dans plusieurs maladies humaines et des modèles d’animaux de maladies. La nitration de résidus
tyrosine semble être sélective. Il est important de souligner que malgré que la nitration sur
tyrosine a été démontrée dans plusieurs conditions pathologiques, la formation de nitrotyrosine
semble également survenir sous des conditions basales. Non seulement la nitration sur tyrosine
est sélective, mais il y a de plus en plus de preuves expérimentales qu’elle peut être réversible
(Kamisald Y. et aL, 1998; Gow A.J. et al., 1996). Le mécanisme in vivo de la nitration sur un
résidu tyrosyl a été une source de controverse durant plusieurs années. Le peroxynitrite formé de
la réaction entre le NO et le O2 semblait être l’agent majeur de nitration in vivo. Par contre, il
semble avoir également des mécanismes de nitration sur tyrosine indépendant du peroxynitrite
(EiserichJ.P. etaL, 1996; 1998)
L’observation de nitration sur des résidus tyrosiles dans de nombreuses maladies
humaines a amené l’idée que la nitration de résidus tyrosine dans les protéines a des
conséquences fonctionnelles. La nitrotyrosine a été détectée dans des plaques athérosclérotiques
de vaisseaux sanguins par immunohistochirnie et Western Blot (Beckrnan J.S. et al., 1996;
Buttery L.D. et al., 1996). Un marquage élevé de nitrotyrosine a été également détecté dans des
neurones moteurs de patients avec la maladie de sclérose latérale arnyotrophique (ALS) (Abc K.
et al., 1995).
La formation de nitrotyrosine a été également identifiée dans plusieurs modèles
d’animaux de maladies. Dans le coeur, la formation de nitrotyrosine a été détectée dans des
injures ischérnie-reperfusion ainsi que dans l’inflammation du myocarde (Bachrnaier K. et al.,
1997; Ishiyama S. et al., 1997). La nitration sur tyrosine a été identifiée dans des injures induites
par des endotoxines dans les reins (Bian K. et aÏ., 1999) ainsi que dans l’hypertension rénale
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(Bosse H.M. et cii., 1997). Ce n’est que dans quelques maladies que les protéines modifiéespar
nitrotyrosine ont été identifiées. On note par exemple, la protéine prostacycline synthase (Zou
M.H. et aï., 1998; 1999), la manganèse superoxide dismutase (Mn SOD) (MacMillan-Crow L.A.
et aÏ., 1996), la protéine de la sous-unité du filament de faible poids moléculaire (Strong M.J. et
aÏ. 1998), l’ATPase du réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique, l’isoforrne SERCA2a
(Viner R.I. et al., 1996) ainsi que la protéine pulmonaire SP-A (Haddad LY. et al., 1994).
1.1.2.3 Interactions avec les canaux ioniques
Le NO peut également moduler l’activité des canaux ioniques. Il est en mesure d’inhiber
l’activité électrique et les courants ioniques dans les cellules f3 du pancréas (Krippeit-Drews P. et
al., 1995). Le NO peut aussi réguler les canaux calciques de type L dans les cellules cardiaques
(Raeyrnaekers L. et al., 1988; Mery P.F. et ai., 1991, 1993) et les muscles lisses vasculaires
(Ishikawa T. et aÏ., 1993). Par ailleurs, les canaux potassiques sensibles à l’ATP (KATP) (Miyoshi
H. et al., 1994), ceux sensibles au calcium (Kça) dans les muscles lisses vasculaires (Taniguchi J.
et al., 1993; Robertson B.E. et aÏ., 1993) et les muscles lisses du tube digestif (Koli S.D. et al.,
1995) peuvent être modulés par le NO par un mécanisme dépendant du GMPc (Taniguchi J. et
aÏ., 1993; Robertson B.E. et al., 1993) et de la protéine kinase dépendante du GMPc (PKG) ou
directement via le NO (Bolotina V.M. et aÏ., 1994; Abderrahrnane A. et al., 1998).
1.2 GUANYLATE CYCLASE SOLUELE (GCs)
1.2.1 Structure de la GCs
La guanylate cyclase existe sous deux formes: soluble et membranaire. Il a été établi que
ces deux formes sont non seulement deux protéines différentes, mais deux enzymes régulées
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différemment (Tremblay J. et al., 1988). La guanylate cyclase soluble, récepteur qui est activé par
le NO, est un hétérodimère avec deux sous-unités distinctes, Œ et f3, qui rendent l’enzyme active
(Schuiz S. et aÏ., 1991). Il existe au moins deux isoformes de chaque sous-unité: OEl, Œ2, 31 et
132. La taille de l’ARNm de la sous-unité Œ est approximativement 5.5 kb et celle de sa protéine
est de 73-82 kDa. La taille de l’ARNrn de la sous-unité f3 est approximativement 4.2 kb et celle
de sa protéine est de 70-76 kDa (Nakane M. et aï., 198$). Une caractéristique de cette enzyme est
la présence dans sa molécule de groupes sulfhydriqucs labiles. L’oxydation de ces groupes
stimule l’activité enzymatique (Braughler J.M. et aÏ., 1980). Par contre, une exposition à plus
long terme de l’enzyme à des oxidants résulte en une perte d’activité (Braughler J.M. et al.,
1979). Une deuxième caractéristique de la guanylate cyclase soluble est la présence d’hème dans
sa molécule (Gerzer R. et al., 1981). Il est connu que le précurseur immédiat de l’hème in vivo est
la protoporphyrine IX, qui semble être un activateur potentiel de l’enzyme (Ignarro L.J. et aï.,
1982). L’insertion de fer dans le noyau porphyrine résulte en une ferroprotoporphyrine IX (ou
hème) qui agit en tant qu’inhibiteur de l’enzyme (Ignarro L.J. et al., 1984). La séquence des
réactions résultant en la formation de l’holoenzyme guanylate cyclase appelée protoporphyrine
IX-fer-hème-guanylate cyclase demeure obscure. Par contre, ce système est essentiel à la
régulation endogène de la guanylate cyclase.
1.2.2 Effecteurs de la GCs
À travers la production de GMPc, la GCs exerce plusieurs effets physiologiques tels que
la régulation du tonus et de la mobilité du muscle lisse vasculaire, la phototransduction et la
maintenance de l’homéostasie des électrolytes et du fluide. Pour ce faire, le GMPc agit
directement sur ses effecteurs (voir Fig. 1.1). Une cible majeure du GMPc est la famille des
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protéines kinases dépendantes du GMPc ou les PKGs. Lorsque le GMPc se lie à la PKG, cette
dernière devient active en tant qu’une sérine/thréonine kinase (Lucas K.A. et al., 2000). Une fois
activée, la PKG peut agir sur plusieurs substrats, incluant le récepteur 1P3 (Komalavilas P. et aï.,
1994) la vimentine et les sous-unités de la phosphatase de la chaîne légère de la myosine (Surks
H.K. et aÏ., 1999) . Une autre cible du GMPc sont les canaux CNG. Les CNG régulent le flux du
Na et Ca2 dans les cellules et sont ouverts par la liaison au GMPc. L’activation de canal CNG
par le GMPc est critique afin de réguler la phototransduction et la neurotransmission dans la
rétine (Biel M. et al., 1999; Lucas K.A. et al., 2000). Les dernières cibles du GMPc sont les
phosphodiestérases (PDEs) régulées par le GMPc. Les PDEs sont cruciaux pour l’hydrolyse et la
modulation des concentrations intracellulaires des nucléotides cycliques. Il existe plusieurs
familles de PDEs qui diffèrent selon leur spécificité pour l’hydrolyse du GMPc et/ou l’AMPc et
également l’expression spécifique tissulaire.
La voie de signalisation GMPc/PKGI peut être impliquée dans le contrôle de la
transcription génique de plusieurs éléments de réponse (élément de réponse au sérum, site de
liaison à APi, et élément de réponse à l’AMPc) (Gudi et al., 1996, 1997).
1.3 LES ENZYMES DE SYNTIIESE DU NO (NOS)
Le NO est synthétisé de façon endogène par les cellules de mammifères à partir de la L
arginine par une famille d’enzymes de synthèse du monoxyde d’azote (NOS) qui utilisent
l’oxygène et requièrent cinq cofacteurs nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH),
flavine adénine dinucléotide (fAD), flavine mononucléotide (FN’N), l’hème et la
tétrahydrobioptérine (3H4) (Knowles R.G. et al., 1994). Les NOS possèdent deux domaines
principaux: le domaine réductase situé au COOH terminal et le domaine oxygénase situé au NI-12





L-Argininc NHydroxyI-L-Arginine L-Citrulline Monoxyde
d’azote
Figure 1.2- Oxydation de la L-arginine. L’enzyme NOS produit du NO en catalysant
l’oxydation du groupement guanine de la L-arginine.
1.3.1 Isoformes des NOS
Trois isofoniics NOS ont été identifiées jusqu’à ce jour. La première forme constitutive (nNOS
ou NOS 1), purifiée à l’origine des tissus neuronaux centraux et périphériques, se retrouve
également dans l’épithélium des bronches humaines, dans la trachée de rat (Kobzik L. et aï.,
1993) ainsi que de façon abondante dans le muscle squelettique (Nakane M. et al., 1993). La
deuxième enzyme constitutive (eNOS ou NOS3) purifiée et clonée à l’origine des cellules
endothéliales vasculaires a été retrouvée dans les myocytes cardiaques, les plaquettes sanguines,
le cerveau (hippocampes) et également ailleurs (Michel T. et al., 1997). La troisième forme,
(iNOS ou NOS2) purifiée et clonée à l’origine d’une lignée cellulaire de macrophages a été
découverte plus tard dans les myocytes cardiaques, les cellules gliales et les cellules du muscle





Chaque NOS est codée par un gène distinct compris entre 26 exons (iNO$ et eNOS) et 29
exons (nNOS) (Nathan C., 1992; Knowles R.G. et al., 1994). De récentes découvertes suggèrent
que l’expression de la nNOS puisse être régulée par un épissage alternatif menant à la production
de plusieurs transcrits d’ARNm; ceci penhiet la production de protéines nNOS avec différentes
caractéristiques enzymatiques (Brenman I.E. et al., 1997). Le rôle de ceci reste à déterminer.
1.3.2 Structure des NOS
1.3.2.1 Domaine réductase et domaine oxygénase
L’identité des séquences en acides aminés des trois isoformes est 55%, avec de fortes
séquences conservées dans les régions des protéines impliquées dans la catalyse (Michel T. et al.,
1995). Toutes les protéines NOS possèdent une structure à deux domaines et la dimérisation en
homodimères, chacun approximativement de 260 kDa, est requise pour l’activité enzymatique.
L’extrémité C-terminale de la protéine NOS ressemble à la portion réductase du cytochrome P-
450 (Figure 1.3). Elle possède plusieurs des mêmes sites de liaisons aux cofacteurs et effectue les
mêmes fonctions. Par conséquent, cette partie est appelée «domaine réductase ». À l’extrémité
C-terminale, il y a une région de liaison au NADPH qui est conservée dans les trois NOS et
s’aligne parfaitement avec le cytochrome P-450 réductase. Il y a également des sites de liaison à
la flavine adénine dinucléotide (FAD) ainsi qu’à la flavine mononucléotide (FMN) (Bredt D.S. et
al., 1991; Djordjevic S. et al., 1995). Le «domaine oxygénase» est situé à l’extrémité N-
terminal et penriet l’oxygénation de son substrat, la L-arginine, au site de liaison hème de la
protéine. Des quantités stoechiométriques d’hèrnc sont présentes dans les NOS et sont requises
pour l’activité catalytique de l’enzyme (White K.A. et al., 1992).
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Oxygenase domain Reductase domain
nNOS H N — POZ ha’rn BH4htq Cat N F40 NAOPH QQ
Myr
eNOS H)N — haem/rnWarq CaM FMN F40. NA0PH j_COOH
NOS H2N — haem/BHilDrq CaM FMN F40 NADPH —000H
P450 reductase
— FMN F40 NADPH r-COOH
Figure 1.3: Représentation schématique des isoformes de l’enzyme de synthèse du
monoxyde d’azote (NOS) et du cytochrome P-450 réductase2. Hèrne (Haern); domaine PDZ
(PDZ); calmoduline (CaM); flavine mononucléotide (fMN); flavine adénine dinucléotide (FAD).
Les cofacteurs pour les NOS semblent non seulement nécessaires pour l’activité catalytique mais
également pour la dimérisation de monomères en protéines actives. Les dimères de protéines
actives sont dépendants de la présence de l’hème, de la tétrahydrobioptérine (BH4) et de L
arginine.
1.3.2.2 Domaine calmoduline
Le domaine calmoduline relie le domaine réductase au domaine oxygénase. Son rôle
consiste à réguler le flux d’électrons entre les deux régions (Abu Soud H.M. et al., 1993).
L’activité des trois isoformes de la NOS semble être dépendante de la calmoduline, qui se lie à
nNOS et eNOS à des concentrations intracellulaire élevées en calcium ({Ca2]) alors qu’elle est
associée de façon permanente avec iNOS à un niveau de calcium basal. Donc, les activités de la
nNOS et de la eNO$ sont modulées par les changements en [Ca2J amenant à une production de
2 Tiré de : Hobbs A.J., Higgs A., Moncada 5. (1999) Inhibition of nitric oxide synthase as a
potential therapeutic target. Annu Rev Pharmacol Toxicol. ; 39:191-220.
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NO transitoire, alors que iNOS produit du NO continuellement, indépendamment des fluctuations
du [Ca2j (Nathan, C., et al., 1994). L’activité de la iNOS est principalement régulée via
l’induction de l’expression de gènes, malgré que l’expression constitutive dc la iNOS ait été
trouvée dans certains types cellulaires (Gath, I. et aï., 1996; Guo f. H. et al., 1995).
1.3.3 Mécanisme de catalyse des NOS
Les différentes isoformes NOS possèdent le même schéma catalytique, comprenant
l’oxydation des cinq électrons de l’azote guanido terminal de l’acide aminé L-arginine pour
fonner le NO plus la L-citrulline (Palmer R.M. et al., 1989) dans une réaction impliquant
l’oxygène moléculaire et le NADPH comme co-substrats, avec d’autres cofacteurs redox incluant
l’hème lié à l’enzyme, les thiols réduits, le FAD, le fMN et la tétrahydrobioptérine. La réaction
est dépendante de l’oxygène et du NADPH et produit de la L-citmlline et du NO dans une
stoechiornétrie 1 :1 (Bush P.A. et al., 1992)
Par contre, le mécanisme précis par lequel les NOS catalysent l’oxydation de la L
arginine en NO demeure obscur. Plusieurs aspects de la biochimie des NOS sont reliés
directement aux actions du cytochrorne P-450. Le NADPH agit en tant que source d’électrons
pour l’activation de l’oxygène et l’oxydation du substrat. Le FAD et le FMN, tant qu’à eux,
transportent les électrons du NADPH à l’hème. Le noyau hème des NOS ressemble à celui de la
cytochrome P-450, supportant l’idée que l’hème des NOS représente le centre catalytique
responsable de la liaison et de la réduction de l’oxygène moléculaire et de l’oxydation
subséquente du substrat. De façon contraire au cytochrorne P-450, les NOS requièrent le 3H4
pour leur activité maximale (Kwon N.S. et aÏ., 1989). Les isoformes NOS sont sujets à une
boucle de contrôle négative engendrée par le NO (Rogers N.E. et al., 1992; Assreuy J. et al.,
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1993) via la liaison du NO au noyau hème. Par ailleurs, le BH4 est en mesure de prévenir la
boucle de contrôle négative et même si l’explication pour ce phénomène demeure obscure, ceci
pourrait être un des rôles du 3H4 comme cofacteur (Griscavage J.M. et aÏ., 1994).
1.3.4 Contrôle de l’expression des NOS
Peu est connu sur la régulation de l’expression des NOS, surtout pour le cas de la iNOS
qui, contrairement aux eNOS et nNOS, n’est pas exprimée de façon constitutive mais induite
sous l’influence de médiateurs inflammatoires et de produits bactériens. Alors que la iNOS
contient la calmoduline fermement liée, l’activité de l’enzyme est régulée par l’expression de la
protéine. La région en 5 ‘du gène iNOS humain possède approximativement 66% d’homologie
au gène murin (Chartrain N.A., et aÏ., 1994), et les deux gènes contiennent des séquences
consensus conservées pour le NF-iB, des éléments de réponse à l’interféron-y, et un élément de
réponse au facteur TNF.
1.3.5 Déficience en NOS
Des souris transgéniques pour la nNOS (Huang P.L. et al., 1993), la eNOS (Huang P.L. et
aL, 1995) et la iNOS (Wei X.Q. et al., 1995) ont été générées et ont permis de comprendre leur
rôle et leurs importances chez l’animal (Tableau 1).
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Tableau 1- Phénotypes des souris déficientes en NOS
Sous-type de NOS Phénotype
Neuronale (nNOS, type 1)1 Viables, fertiles
Sténose pylorique hypertrophique
Résistance aux accidents cérébrovasculaire
Comportements agressifs et inappropriés
Potentialisation à long terme normale
Absence d’ anomalie hi stopathologique au
cerveau
Inductible (iNOS, type 2)2 Viables, fertiles et sans anormalités
Susceptibilité accrue aux infections à Listeria et
à Leishrnania
Prolifération de cellules lyrnphomiques
Résistance à l’hypertension produite par les
endotoxines
Endothéliale (eNOS, type 3)3 Déficience de la vasodilatation induite par
1’ acétylcholine
Augmentation de la pression artérielle moyenne
Huang P.L. et al., 1993 ; Dinerman J.L. et al., 1994 ; Bremuan J.E. et al., 1996
2 Wei X.Q. et al., 1995
HuangP.L. etaL, 1995
1.3.6 Régulation de l’activité des NOS
1.3.6.1 Calmodukne (CaM)
La première protéine liant les NOS qui a été découverte est la calmoduline (Bredt D.S. et
al. 1990). Elle est requise pour le flux d’électrons et donc la production de NO par les trois
isoformes de NOS. nNOS et eNOS ont un plus grand besoin de Ca2 que le iNOS. La liaison à la
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CaM augmente la vitesse de transfert d’électrons du NADPH au domaine réductase des fiavines
(Gachhui R. et al., 1996; Gachhui R. et al., 199$) et des accepteurs d’électrons artificiels tels que
la ferricyanide et le cytochrome c (Gachhui R. et al., 199$); de plus, elle induit le transfert
d’électrons du domaine réductase au centre hème (Abu-Soud H.M. et al., 1994). Les structures
primaires de nNO$ et eNOS sont différentes de celle de iNOS puisqu’elles possèdent 40-50
acides aminés insérés dans le milieu du sous-domaine de liaison FMN, qui a été décrit comme
étant une boucle auto-inhibitrice (Salerno J.C. et aÏ., 1997). L’analyse de mutants de eNOS et
nNOS avec cette boucle en moins a montrée que l’insert agit en déstabilisant la liaison de la CaM
à une faible concentration en Ca2 et en inhibant le transfert d’électrons du FMN au hème en
absence de Ca27CaM (Nishida C.R. et al., 1999; Daff S. et aÏ., 1999)
1.3.6.2 Canaux ionique
Plusieurs voies de signalisation semblent réguler la eNOS. L’activation de l’enzyme en
réponse à plusieurs agonistes tels que l’oestrogène, la bradykinine, et le VEGF a lieu en
association avec des augmentations des concentrations du calcium cytosolique (Goetz R.M. et al.,
1999; Gosink E.C. et al., 1993; Papapetropoulos A. et aÏ., 1997).
Par contre, l’activation de eNOS par les forces de cisaillement et la contraction
isométrique de vaisseaux semble survenir de façon indépendante des niveaux de calcium (Ayajiki
K. et aï., 1996; Fleming I. et al., 1999).
L’activation de l’enzyme induite par les forces de cisaillement est régulée par des canaux
potassiques et est abolit par l’inhibition de la tyrosine kinase, indiquant que ce processus
implique également une phosphoiylation sur tyrosine (Ayajiki K. et al., 1996; 01mo M. et al.,
1993; Corson M.A. et al., 1996).
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1.3.6.3 MAP khiases
Il existe aussi des preuves expérimentales pour un rôle des MAP kinases dans la
modulation de l’activité de la eNOS par des agonistes extracellulaires, l’activation des MAP
kinase, par l’oestrogène et la bradykinine amène à une stimulation et inactivation de la eNOS
respectivement (Chen Z. et al., 1999; Bernier S.G. et aÏ., 2000).
1.3.6.4 Pliosphorylation
La phosphorylation est un mécanisme important pour la régulation post-traductionnelle de
diverses protéines cellulaires allant d’enzymes métaboliques à des protéines de signalisation en
passant par des facteurs de transcription. La phosphorylation de la eNOS permettrait un «cross
talk » entre le NO et d’autres voies de signalisation et pourrait servir de modulateur pour d’autres
modifications post-traductionnelle de la eNOS. Récemment, la phosphorylation sur résidu
tyrosyl de la eNOS a été détectée dans des cellules endothéliales intactes traitées avec de fortes
concentrations de l’inhibiteur des phosphatases, le sodium orthovanadate (Garcia-Cardena G. et
al., 1996 b). Des approches pharmacologiques ont également indiqué que la phosphorylation sur
résidu tyrosyl est également nécessaire pour l’activation de eNOS par l’oestrogène et le VEGF
(Papapetropoulos A. et al., 1997; Chen Z. et al., 1999).
La phosphorylation de eNOS sur des résidus séryls (Sen 177) par plusieurs protéines
kinases a été démontrée dans des cellules endothéliales intactes (voir Figure 1.4). Ces kinases
incluent la protéine kinase activée par 1 ‘AMP (AMPK), la PKC, la protéine kinase dépendante de
l’AMPc (PKA) et de la sérine/tbréonine kinase Akt qui est aussi connue comme étant la protéine
kinase B (PKB).
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Figure 1.4- Mécanisme régulant l’activité de eNOS dans les cellules endothéliales3. eNOS est
localisée dans les cavéoles enrichies de cholestérol (cercles orange) par myristoylation et
palmitoylation, où l’interaction avec la cavéoline inhibe l’activité de l’enzyme. Une stimulation
typique de la eNOS est initiée par un ligand (L) qui se lie à des récepteurs de la membrane
plasmique, résidant habituellement dans les cavéoles ou qui sont mobilisés dans ces dernières
après activation.. L’activation de ces récepteurs active des voies de signalisation de plusieurs
protéines kinases à travers un processus engendré par des protéines G. La phosphorylation de la
eNOS résulte en une stimulation (+) ou une inactivation (-) de la eNOS dépendant de la kinase
impliquée, et du site de la phosphorylation. La déphosphorylation peut également stimuler ou
inhiber l’enzyme. L’activité de la eNOS requiert la liaison de la calmoduline liée au calcium.
L’activité de la eNOS peut être augmentée par la liaison au HSP9O et peut être diminuée par
l’association avec des domaines C-terminaux de certains récepteurs couplés aux protéines G.
Tiré de : Shaul PW. Regulation ofendothelial nitric oxide synthase: location, location, location.





La eNOS peut être régulée par divers agonistes, tels que l’oestrogène (Lantin-Hennoso
R.L. et aÏ., 1997; Haynes M.P. et al., 2000; Hisamoto K. et al., 2001), la force de cisaillement
(Dimmeler S. et al., 1999; Gallis B. et al., 1999), le VEGF (Dimmeler S. et al., 1999; Micheil
B.J. et aÏ., 1999; Fulton D. et aÏ., 1999), l’insuline (Kim F. et aÏ., 2001), la bradykinine (Flerning
I. et aÏ., 2001), l’acide lysophosphatidique (LPA) (Kou R. et aÏ., 2002) et le IGf-1 (facteur de
croissance semblable à l’insuline-1) (Michell B.J. et al., 1999).
Des kinases impliquées dans ce processus varient selon le stimuli appliqué. Par exemple,
l’oestrogène, la force de cisaillement, le VEGF, l’IGF-l ainsi que le LPA phosphorylent eNOS
via la voie P13-KIAkt alors que la phosphorylation sur Ser1177 induite par la bradykinine est
médiée par la CaMKII (Fleming I. et al., 2001). Lorsque la Sen 177 est phosphorylée, le flux
d’électrons passe à travers Je domaine réductase, et comme conséquence, la production de NO est
augmentée deux à trois fois en comparaison au niveau basal (McCabe T.J. et al., 2000). La
phosphorylation sur sérine de la cNOS induite par un agoniste est associée avec la translocation
de cette enzyme (Michel T. et aÏ., 1993).
De façon contraire à l’activation de la eNOS survenant avec la phosphorylation de la 8cr-
1177, la phosphorylation de la thréonine à la position 497 atténue l’activité de la eNO$ (Chen
Z.P. et al., 1999). Il existe des preuves expérimentales d’une régulation coordonnée de l’activité
de la eNOS par des agonistes tels que le VEGF, qui cause en même temps la phosphorylation de
la Ser-1 177 et la déphosphorylation de la Thr-497 (Michell 13.1. et aÏ., 2001). Des travaux récents
ont montré que la signalisation par la PKA amène une phosphorylation de la eNOS sur la Ser
1177 et une déphosphorylation de la Thr-497, augmentant ainsi l’activité enzymatique, alors que
la PKC induit une déphosphorylation de la Ser-1177 et une phosphorylation de la Thr-497,
résultant en une atténuation de l’activité enzymatique. De plus, le processus de
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déphosphorylation est induit par les phosphatases PP2A et PP 1 agissant sélectivement sur les Ser
1177 et Thr-497, respectivement (Micheil B.J. et al., 2001).
1.3.6.5 Protéine inhibitrice des NOS (PIN)
L’extrémité N-tenninale de nNOS contient un site de liaison pour la protéine PIN de $9
acides aminés (Jaffrey S.R. et al., 1996). La spectroscopie par RMN a été utilisée pour
cartographier la région de liaison de PIN sur la nNOS de rat à Met228-His244 (fan 1.5. et al., 1998)
et de déterminer que PIN se lie à nNOS avec une stoechiornétrie 1:2 pour PIN : nNOS. Par contre,
il existe une contradiction dans la littérature sur la capacité de PIN à inhiber l’activité des NOS.
Certaines études suggèrent que seulement nNOS s’associe avec PIN et que cette association
inhibe l’activité de la nNOS en la déstabilisant (Jaffrey S.R. et al., 1996). Par contre, de récentes
découvertes montrent que PIN n’inhibe pas la nNOS et n’induit pas sa monornérisation
(Rodriguez-Crespo I. et al., 1998). De plus, PIN n’a pas d’effet sur la dirnérisation de nNOS mais
inhibe les NOS et l’activité oxydase du NADPH de nNOS, eNOS et iNOS de façon temps-
dépendant (Henrniens B. et al. 1998).
1.3.6.6 Protéine de choc thermique (HSP9O)
La chaperone moléculaire H$P90 a été identifiée comme régulatrice de l’activité de
eNOS, possiblement d’une façon allostérique (Garcia-Cardena G. et al., 199$). L’activation par
le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), l’histamine ou la force de cisaillement
dans les cellules endothéliales humaines augmente l’interaction entre eNOS et H$P90 et
augmente l’activité de eNOS d’approximativement 3 fois. L’activité de eNOS purifiée est aussi
augmentée par H$P90 purifiée, suggérant une interaction directe entre les deux protéines. Les
détails de cette interaction ne sont pas encore élucidés. Une protéine identifiée pouvant interagir
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avec eNOS, la proteine-l associée avec eNOS (ENAP-1) est une protéine de 90 kDa qui est
phosphorylée sur tyrosine en réponse à une stimulation avec la bradykinine dans les cellules
endothéliales de bovin (Venema V.J. et aÏ., 1996). Des chercheurs ont démontré que ENAP-1 est
en fait H$P90 (Harris M.B et al., 2000). Récemment, des hétéro-complexes nNOS- HSP9O ont
été détectés (Bender A.T. et aÏ., 1999). La nNOS n’a pas directement été activée par HSP9O in
vitro. Il a été suggéré que le HSP 90 joue un rôle dans l’incorporation du hème dans le nNOS in
vitro.
On croyait que le iNOS est régulée au niveau de la transcription mais l’identification
d’une protéine interagissante avec iNOS dans le système nerveux central a été récemment
reportée. KARIL1N semble inhiber iNOS en prévenant la fonnation de dimères de iNOS
(Ratovitski E.A. et aÏ., 1999) et semble jouer un rôle neuroprotecteur durant l’inflammation.
1.3.7 Inhibiteurs des NOS
La régulation pharmacologique de la synthèse du NO peut être obtenue en utilisant des
analogues de la L-arginine (voir Tableau I) tels que la N°-monornethyl-L-arginine (L-NMMA)
(Moncada S. et al., 1993), le N°-nitro-L-arginine (L-NA), le Nm-nitro-L-arginine méthylester (L
NAME) lesquels agissent conrn-ie des inhibiteurs non-sélectifs des NOS (Rees D.D. et al., 1990;
Moncada S. et al., 1997). L’inhibition sélective de la iNOS peut être effectuée à l’aide de
l’aminoguanidine (Corbett J.A. et al., 1992) et celle de la nNOS par la L-S-méthylthiocifrulline
(Me-TC).
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Tableau 2- Inhibiteurs des enzymes de synthèse du monoxyde d’azote (NOS)
Composé Abréviation Capacité d ‘inhibition
N°-rnonométhyl-L-arginine L-NMMA nNOS = eNOS > iNOS’
N’-nitro-L-arginineméthylester L-NAME nNOS = eNOS > iNOS1
N°-nitro-L-arginine L-NA nNOS = eNOS » iNOS2
7-nitroindazole 7-NI nNOS = cMOS = iNOS’
l-(2-trifluorornéthylphényl) TRIM nNOS = iNOS » eNOS3
irnidazole
L-$-méthylthiocitrulline Me-TC nNOS » eNOS4
N-iminoéthyl-L-omithine L-NIO iNOS > eNOS = nNOS1
N-(3 Aminornethyl)benzyl)acetamidine 1400 W iNOS » eNOS = nNOS’
L-N6-(1-Irninoethyl)Ïysine L-MIL iNOS> eNOS = nNOS6
Aminoguanidine
--- iNOS > eNOS = nNOS’
Moncada, 1997; Garvey 1994; Handy 1996; Furfine 1994; Garvey 1997; Moorel994
1.3.8 Localisation intracellulaire de la eNOS
1.3.8.1 Myristoylation et palmitoylation
cMOS est unique parmi les isoformes NOS car elle est acétylée avec un acide gras saturé
myristate et palmitate (Michel T., 1999). La myristoylation de la eNOS est effectuée de façon co
traductionnelle sur un résidu glycine en N-terminal sur une séquence consensus spécifique qui
n’est pas présente sur la nNOS ou la iNOS. La palmitoylation se retrouve sur deux résidus
cystéine Cys’5 et Cys26 près du N-terminal de la eNOS (Liu J. et aI., 1995; Liu J. et aÏ., 1997) et
sert à stabiliser de façon importante l’association de eNOS avec la membrane. La myristolylation
qui est requise pour le ciblage de la eNOS à la membrane des cellules endothéliales (cavéoles)
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(Shaul P. et al., 1996) est essentiellement irréversible. Par contre, la palmitoylation de la eNOS
est réversible: des agonistes tel que la bradykinine (Robinson L.J. et aÏ., 1995; Prabhakar P. et aL,
199$) induisent une dépalmitoylation de la eNO$, fournissant une similarité avec d’autres
protéines de signalisation palmitoylées, tel que la protéine Ga (Wedegaertner P.B. et al., 1995).
Le mécanisme de dépalmitoylation représente un mécanisme possible pour la relâche de
protéines de signalisation ancrées à la membrane en réponse à une stimulation avec un agoniste.
Par contre, le mécanisme régulant le processus de dépalmitoylation n’est pas bien caractérisé.
1.3.8.2 Cavéollne-1 et ou cavéoline-3
eNOS est localisée dans les cavéoles (Shaul P. W. et al., 1996; Garcia-Cardena G. et aï.,
1996), microdomaines de la membrane plasmique, qui sont impliqués dans une variété de
fonctions cellulaires incluant les événements de transduction du signal cellulaire. Les protéines
cavéolines sont les protéines majeures formant les cavéoles. L’interaction directe et quantitative
des domaines oxygénase ou réductase de la eNOS avec le domaine d’échafaudage de la
cavéoline-1 dans les cellules endothéliales (cavéoline-3 dans les cardiomyocytes) (feron O. et aï.,
1996; Ghosh S. et al., 199$; Ju H. et al., 1997) à la membrane plasmique préserve la eNOS dans
un état inactif mais activable (Garcia-Cardena et al., 1997). La cavéoline liée à la eNOS demeure
inactive à moins que la CaM-Ca2 déplace la cavéoline et donc active l’enzyme (Michel J. 3. et
al., 1997). Un motif de liaison de neuf acides aminés pour la cavéoline a été identifié chez la
eNOS bovine (résidus 350-35$), et une mutation de ces acides aminés produisent une enzyme
active qui ne peut pas être inhibée par la cavéoline-1 (Garcia-Cardena G. et al., 1997). Cavéoline
3 se lie également à la nNOS dans le muscle squelettique, inhibant la synthèse de NO, et cette
inhibition est réversible par la CaM/Ca2 (Venema V.J. et aÏ., 1997).
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1.3.8.3 Récepteurs et protéines
De façon similaire, l’interaction avec le domaine 4 intracellulaire du récepteur B2 de la
bradykinine inhibe eNOS (Ju. H. et al., 199$) (voir figure 1.5). Après l’activation des cellules
endothéliales avec la bradykinine ou avec des ionophores de calcium, eNOS se dissocie de ses
complexes et devient active. Cette stimulation peut également promouvoir l’interaction entre la
eNOS et canal anionlcation voltage-dépendent (Porine) afin d’augmenter davantage la production
de NO (Sun J. et al., 2002). L’activation de la eNOS après stimulation avec le VEGF amène aussi
à une réorganisation des complexes entre eNOS et ses protéines de liaison. L’activation
«précoce» de la eNOS dépendante du Ca2 est suivie par une activation «tardive» dépendante
de la phosphorylation par la protéine kinase B/Akt (Dimmeler S. et al., 1999; fulton D. et al.,
1999) et la protéine kinase A (Butt E. et al., 2000). La protéine de choc thermique 90 (HSP9O),
qui se lie à la eNOS (Venema V.J., et aÏ., 1996; Garcia-Cardena G. et al., 199$) facilite la
dissociation dépendante de la CaM entre la eNOS et la cavéoline (Gratton J.P. et al., 2000) et
médie l’interaction entre la eNOS et la protéine kinase B/Akt (Fontana J. et al., 2002; Brouet A.
et al., 2001). L’approvisionnement efficace en substrat est assuré par la présence du transporteur
d’arginine (CATi; transporteur d’acide aminé) dans les cavéoles et son interaction directe avec





Figure 1.5- Protéines interagissant avec eNOS pouvant réguler son routage dans la cellule4.
D’autres protéines tels que dynamin-2 (Cao S. et al., 2001), NOSIP (protéine interagissant
avec eNOS) (Dedio J. et aÏ., 2001) ou NOSTRIN (Zimmermann et aL, 2002) peuvent être
impliquées dans la localisation de l’enzyme dans l’appareil de Golgi et dans d’autres
compartiments intracellulaires (voir Figure 1.5). NOSIP se lie à la région C-terminale du domaine
oxygénase de la eNOS et induit la transiocation de l’enzyme des cavéoles à des sites
intracellulaires, résultant en une diminution de la production de NO (Dedio J. et al., 2001) . Par
ailleurs, des études ont démontré qu’une sur-expression de NOSTRIN dans des cellules
ovariennes d’hamster chinois (cellules CR0) induisent une redistribution de la eNOS de la
Tiré de Nedvetsky PI, Sessa WC, Schmidt HH. There’s NO binding like NOS binding: protein
protein interactions in NO/cGMP signaling. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Dec





membrane plasmique au niveau des membranes du golgi ainsi qu’à des structures semblables à
des vésicules dans le cytosol (Zimmermann et al., 2002).
1.3.9 Localisation des NOS dans différents organites
1.3.9.1 Dans les membranes plasmiques et les cavéoles
Le ciblage de eNOS dans la fraction membranaire a été découvert lors des premières
isolations de l’enzyme, qui ont montré que les détergents sont requis pour la solubilisation de
l’enzyme (Pollock J.S. et al., 1991). Par contre, la eNOS ne contient pas de domaine trans
membranaire hydrophobe, et l’association de la eNOS avec les membranes cellulaires est médiée
principalement par l’acylation de l’enzyme. L’identité de l’organite (s) sub-cellulaire spécifique
dans laquelle eNOS est majoritairement présente a été un point de controverse, mais maintenant
résolue avec la découverte que eNOS est ciblée dans les cavéoles (Feron O. et al., 1996; Shaul P.
W. et al., 1996). Les cavéoles sont des petites invaginations dans la membrane plasmique
caractérisées par la présence de cavéolines transmembranaires (Anderson R.G. et al., 1993;
Parton R.G. et al., 1996). Les cavéoles représentent une caractéristique importante des
membranes plasmiques des cellules endothéliales et sont également présentes dans des myocytes
cardiaques et d’autres types cellulaires. Dans plusieurs tissus, les cavéoles peuvent servir comme
sites de séquestration pour les molécules de signalisation telles que des récepteurs, des protéines
G, des protéines kinases de même que la eNOS. Deux récepteurs couplés aux protéines G, les
récepteurs m2 muscarinique et B2 pour la bradykinine sont ciblés dans les cavéoles suite à une
stimulation avec leur agoniste respectif (Feron O. et al., 1997; de Weerd W.F. et al., 1997). Ces
deux récepteurs initient les cascades de signalisation amenant à la production de NO dans
différents types cellulaires incluant les cellules endothéliales et les myocytes. La présence de ces
récepteurs dans les cavéoles peut faciliter l’activation de eNOS.
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1.3.9.2 Dans le réticufum endoplasmique
Une première étude a démontré que la majorité de l’immunoréactivité de nNOS dans les
neurones est associée au réticulum endoplasmique rugueux et dans des structures membranaires
des synapses spécialisées (Xia H. et al., 1996). Alors que la synthèse des protéines NOS implique
cette organite, on ne sait pas encore si le réticulum endoplasmique sert comme cible ultime pour
les isoforrnes NOS.
1.3.9.3 Dans l’appareil de golgi
Une première étude effectuée par Sessa W.C. et al. (1995) a montré que la eNOS est
associée au Golgi dans des cellules endothéliales en culture et dans des vaisseaux sanguins intacts
et que cette association était nécessaire à la synthèse efficace du NO. Par la suite, fulton et al.
(2002) ont montré par la microscopie confocale une co-localisation de la eNOS phosphorylée et
non phosphorylée dans les régions du Golgi et le plasmalemma chez des cellules transfectées
ainsi que dans des cellules endothéliales natives. De plus, le VEGF stimule la production de NO
dans la région périnucléaire ainsi que dans les membranes plasmiques de cellules endothéliales. Il
semble donc que la eNO$ activée (phosphorylée) puisse résider dans deux compartiments
cellulaires et amener la production de NO.
1.3.9.4 Dans tes mitochondrïes
Plusieurs études ont montré que des donneurs de NO et administrés à des doses
pharmacologiques peuvent inhiber la chaîne respiratoire des rnitochondnes (Shen W. et al.,
1995). Peu de données concluantes suggèrent que les NOS soient présentes dans les
mitochondries (Rates T.E. et al., 1996). Quelques études immunohistochimiques ont montré un
marquage pour les trois isoformes NOS dans les mitochondries. Il semblerait possible que les
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NOS situées dans les mitochondries puissent jouer un rôle dans la phosphorylation oxydative
mais ceci doit être confirmé.
Divers systèmes biologiques ont permit de caractériser la NOS mitochondriale (mtNO$),
identifiée comme l’isofonne Œ de la nNOS, acétylée à un résidu Thr ou Ser, et phosphorylé à
l’extrémité C-terminale (Haynes V. et aÏ., 2004). Cette enzyme possède les mêmes besoins en
cofacteurs et en substrats que les NOS constitutives. Durant des conditions physiologiques, la
production de NO par les mitochondrie a un rôle important dans le maintien du métabolisme
cellulaire, i.e. moduler la consommation d’oxygène des organelles par l’inhibition réversible et
compétitive (avec l’oxygène) du cytochrorne c oxidase (Haynes V. et al., 2004; Ghafourifar P. et
al., 2005)
1.3.9.5 Dans le cytosqueleffe
Alors que l’enzyme nNOS a été caractérisée au départ comme étant une protéine soluble
(cytosolique), il est maintenant clair que cette protéine se lie de façon importante avec le
complexe dystrophine du cytosquelette (Brenman J.E. et aÏ., 1995; Brenman LE. et aÏ., 1996).
Cette découverte fournit un exemple où un isoforme de la NOS peut être soumis à une régulation
tissu-spécifique par des associations protéines-protéines spécifiques. Des études ont montré
également que la eNOS peut s’associer avec des protéines du cytosquelette (Ayajiki K. et al.,
1996; Venerna V.J. et aÏ., 1996).
1.3.9.6 Dans le noyau
Une première étude a démontré que les NOS peuvent être présent dans les noyaux de
cellules endothéliales de bovin en culture (Morin A.M. et al., 1994) . Les enzymes ont été
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détectées par la technique de NADPH diaphorase. Par la suite, d’autres études ont montré la
présence nucléaire de la eNO$ (Feng Y. et al., 1999). Ils ont démontré que le VEGF induit la
transiocation nucléaire du récepteur du VEGF, le Flk-1/KDR, de la eNOS ainsi que de la
cavéoline-1 dans des cellules endothéliales vasculaires. Cette transiocation nucléaire semble être
un mécanisme pour cibler la production du NO dans le compartiment nucléaire où ce dernier
pourrait influencer l’activation de facteurs de franscription. Goetz R.M. et al. (1999) ont montré
que l’oestrogène peut induire une translocation dépendante du calcium de la eNOS au niveau du
noyau. Par la suite, Govers R. et al. (2002) ont montré que la eNOS ainsi que la cavéoline- 1 sont
localisées dans des organites périnucléaires chez les cellules endothéliales d’aortes bovines
(BAEC). Cette étude démontre que l’activité de la eNOS n’est pas régulée par la cavéoline 1.
finalement, une étude effectuée par Giordano A. et al. (2002) a démontré la présence de la eNOS
et de la iNOS dans les noyaux d’adipocytes bruns; la densité et l’activité de ces enzymes seraient
modulés par la noradrénaline.
1.4 LE NOYAU COMME ORGANITE
La structure du noyau est composée de deux membranes: une membrane nucléaire
externe et une membrane nucléaire interne. Entre les deux membranes se situe un espace
périnucléaire. fi a été démontré que la structure de la membrane externe est en continuité avec le
réticulum endoplasmique (Lodish H. et al., 1995). Par ailleurs, l’enveloppe nucléaire est
composée de protéines et de lipides tout conirne la membrane plasmique. Le noyau possède
également des pores nucléaires, qui relient les deux membranes nucléaires entre elles et qui
servent à transporter les molécules entre le cytoplasme et le noyau. Plusieurs éléments
signalitiques présents à la surface cellulaire ont été retrouvés également au noyau tels que les
canaux Ca2(Rogue P.J. et aÏ., 1999), les canaux K et C1 (Szewczyk A., 199$), les lipides
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bioactifs (D’Santos et al., 199$; Cocco L. et aÏ., 2001), les enzymes (Baker R.R. et aï., 1996;
Schievella A.R. et al., 1995), les récepteurs à 7 domaines transmembranaire (Booz G.W. et al.,
1992; Bkaily G. et al., 1997; Bhattacharya M . et al., 1998; 1999; Hornick C.A. et aÏ., 2000;
Gobeil F. et al., 2002, 2003; Marrache A.M. et aÏ., 2002) et les facteurs de transcription (Carlotti
F. et aÏ., 2000).
1.4.1 Récepteurs couplés aux protéines G (GPCR)
Plusieurs GPCRs semblent être exprimés au niveau du noyau. Des études ont identifié le
récepteur de sous-type AT1 de l’angiotensine dans des noyaux de foie de rat (Booz G.W. et aï.,
1992; Tang S.S. et al., 1992). Par la suite, d’autres études ont démontré la présence de récepteurs
acétylchoiine muscarinique dans des cellules de cornée de rat et des cellules d’ovaires d’hamster
chinois (CHO) (Lind G.J. et aÏ., 1993; 1995). Les récepteurs Bi de la bradykinine (Bkaily et al.,
1997) et les récepteurs de l’endothéline-Ï (Naik R.D. et aÏ., 1998) ont également été identifiés au
niveau du noyau. D’autres GPCRs ont été détectés dans la région périnucléaire tels les récepteurs
pour la somatostatine (Hornick C.A. et al., 2000), la substance P (Grady E.f. et al., 1995) et la
neurotensine (Castel M.N. et al., 1992; Faure M.P. et al., 1995) en réponse à la stimulation par
l’agoniste respectif. Finalement, les récepteurs aux prostaglandines E2 (récepteur de sous-type
EP 1) ont été détectés dans la région périnucléaire de cellules endothéliales de microvaisseaux
porcins, dans des cellules de fibroblastes Swiss 3T3 surexprimant de façon stable les récepteurs
EP 1 et dans des cellules embryogéniques humaines de rein 293 exprimant la protéine EP 1
fusionnée avec la protéine fluorescente verte (Bhattacharya M. et al., 1999). Par ailleurs, ces
récepteurs ont été montrés fonctionnels puisqu’ils modulent le calcium nucléaire et la
transcription de IEG. D’autre part, le gène constitutif eNOS peut être induit par l’activation de
récepteurs EP3 nucléaire couplés aux protéines Gi/o sensibles au PTX (Gobeil F. et al., 2002).
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Cette dernière étude illustre pour la première fois des récepteurs nucléaires pour les
prostaglandines ayant des rôles distincts de ceux de la membrane plasmique.
1.4.2 Acide lysophosphatidique (LPA) et récepteurs au LPA (LPARs)
L’ acide lysophosphatidique (LPA; I -acyl-2-hydroxyl-sn-glycero-3-phosphate) est un
phospholipides naturels biologiquement actif. Connu à l’origine comme étant un intermédiaire
clé de la synthèse de novo de lipides, le LPA est maintenant reconnu comme un médiateur
lipidique intracellulaire qui induit plusieurs réponses cellulaires, telles que la prolifération et la
différenciation, les changements morphologiques, la chémotaxie, l’agrégation et l’invasion de
plusieurs types cellulaires. Chez les humains, les réponses physiologiques induites par le LPA
proviennent d’interactions spécifiques avec au moins trois récepteurs identifiés génétiquement et
désignés LPA1, LPA2, et LPA3 (anciennement appelés récepteurs EDG2, EDG4, et EDG7,
respectivement), qui appartiennent à la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G
(GPCR) (Chun J. et al., 2002). Un résumé des voies de signalisation induite par le LPA est
illustré à la Figure 1.6. Le récepteur du LPA est couplé à des protéines G sensible au PTX (G) et
non-sensible au PTX (Gq). La sous-unité a libre de G inhibe directement l’adénylate cyclase,
alors que les dimères F semblent médier l’activation des MAPKs via l’intermédiaire d’une
protéine tyrosine kinase. Cette dernière cascade signalitique engendre ultimement la prolifération
cellulaire. La protéine Gq semble activer la voie de signalisation Rho via la PLC et ceci, de façon
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Figure 1.6- Schéma résumant les voies de signalisation induites par le récepteur du LPA. AC,
adénylate cyclase; IP, inositol trisphosphate; DG, diacylglycérol; PLC, phospholipase C; PKC,
protéine kinase C5.
Les mécanismes biochimiques avec lesquels les GPCRs, incluant les LPARs, modulent la
transcription des gènes sont complexes et peu élucidés ( Pierce K.L. et aÏ., 2001). Quelques
mécanismes impliquent l’endocytose du récepteur laquelle serait associée avec une interaction de
la c-Src avec la 3-arrestine amenant une activation de Ras et des MAPKs à travers une
transactivation des récepteurs à tyrosine kinases (RTK) possible déclenchée par des
métalloprotéases membranaires ( Pierce K.L. et aï., 2001). De récentes études ont révélé la
Tiré de: Moolenaar WH. Lysophosphatidic acid, a multifiinctional phospholipid messenger. J
Biol Chem. 1995 Jun 2;270(22):12949-52.
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présence du récepteur LPA1 à l’acide lysophosphatidique dans les noyaux de cellules
endothéliales de microvaisseaux cérébraux de porc nouveau-né (PCEC) non-stimulés, dans des
cellules HTC4 de rat transfectées de façon stable avec le récepteur LPA1 ainsi que dans des tissus
de foie de rat (Gobeil F. et al., 2003). Le LPA possiblement endogène est en mesure de stimuler
l’expression de gène, spécifiquement les gènes pro-inflammatoires cyclooxygénase-2 (COX-2) et
l’enzyme de synthèse du monoxyde d’azote inductible (iNOS), à travers un mécanisme qui
implique l’activation des récepteurs nucléaires du LPA. Ce dernier récepteur apparaît fonctionnel
puisqu’il active la mobilisation du calcium nucléaire ainsi que certaines voies de signalisation
impliquées dans la transcription génique.
1.4.3 Calcium nucléaire
Les signaux calciques existent aux noyaux (figure 1.7). Dans les conditions de repos, la
concentration du Ca2 nucléaire est environ de 100-400 nM comparée à la concentration du Ca2
cytosolique qui est de 50-200 nM. (Petersen O.H. et aï., 1998; Rogue P.J. et aï., 1999). Plusieurs
hypothèses pour le mécanisme de transfert du signal généré à la membrane plasmique jusqu’au
compartiment nucléaire ont été proposées. Le large diamètre des pores nucléaires suggère que le
Ca2 cytosolique puisse diffuser de façon libre du cytosol au noyau. Par contre, en utilisant des
indicateurs fluorescents sensibles au calcium et la microscopie confocale, des données
démontrent que la concentration du calcium nucléaire peut être plus faible (Waybill M.M. et al.,
1991) ou plus élevée que la concentration cytosolique (Przywara D.A. et aï., 1991) dépendant du
système cellulaire étudié et de l’état physiologique donc un argument contre la diffusion libre du
Ca2. Une autre suggestion est la distance entre l’enveloppe nucléaire et le signal du calcium
cytosolique qui peut influencer le calcium nucléaire; plus le signal est près de l’enveloppe
nucléaire, plus vite il est transmis (Lipp P. et al., 1997) mais le concept d’une signalisation du
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Ca2 nucléaire indépendante demeure puisque les signaux du Ca2 cytosolique peuvent être
générés sans atteindre l’enveloppe nucléaire. La dernière hypothèse proposée par Rogue P.J. et
al., (1999) est que le Ca2 nucléaire provient du noyau exclusivement. La présence de pompes
Ca2tATPase, de récepteurs à ryanodine, des récepteurs 1P3 et 1P4 (Gerasimenko O.V. et al.,
1996; Humbert J.P. et al., 1996) et de l’échangeur sodium-calcium (Xie X. et aÏ., 2002) à
l’enveloppe nucléaire renforce le concept d’une régulation autonome du Ca2 nucléaire. Le Ca2
nucléaire est relâché de l’enveloppe nucléaire dans le nucléoplasme via des canaux Ca2 opérés
par un ligand localisé à la membrane nucléaire interne sensibles à 1’1P3 (Récepteurs 1P3) ou au
second messager adénosine diphosphate ribose cyclique via les récepteurs ryanodine.
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IP3R
Figure 1.7- Voie de signalisation du calcium dans le noyau6. Une membrane externe et une
membrane interne forment le noyau. Les pores nucléaires relient ces deux membranes et régulent
le mouvement de macromolécules entre le noyau et le cytoplasme. L’enveloppe nucléaire sert à
emmagasiner le calcium nucléaire. À la membrane nucléaire externe se trouve des pompes 1P4 et
Ca2 -ATPase qui rechargent le calcium dans l’espace inter-membranaire. La membrane interne
contient des récepteurs 1P3 qui relâchent le calcium via l’1P3 et l’échangeur Na/Ca2 afin de
réguler le calcium nucléaire. Le calcium nucléaire joue plusieurs rôles dont la régulation de
l’importation de protéines, l’apoptose, la méiose ainsi que la transcription génique. CaM
calmoduline; CaMKIV: protéine kinase IV dépendante de la calmoduline; CRE: élément de
réponse à l’AMPc; CREB : facteur de liaison au CRE; CBP : protéine de liaison à CREB
DAG: diacylglycérol; IP3R: récepteur à l’1P3 ; IP4R: récepteur à l’1P4; PIP2
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate ; PKC : protéine kinase C ; PLC : phospholipase C.
6 Tiré de: Malviya AN, Rogue PJ. “Teli me where is calcium bred”: clarifying the roles ofnuclear




1.4.4 facteur de transcription NF-kappa B (NF-KB)
Le Nf-KB est une molécule de signalisation qui joue un rôle critique dans les réponses
inflammatoires et immunitaires (Li Q. et al., 2002). Il est régulé par une famille de protéines
inhibitrices, les IKB5. Le modèle classique du fonctionnement du NF-KB dans des cellules au
repos est que le NF-KB forme un complexe avec sa sous-unité inhibitrice 1KB dans le cytoplasme;
suite à une stimulation induisant une phosphorylation du 1KB, le NF-KB est relâché et transloque
au noyau où il active par la suite des gènes dont les promoteurs possèdent des sites de liaison
pour le NF-KB (Karin M. et al., 2000). Le 1KB non-dégradé, tout comme le NF-KB, possède un
signal de localisation nucléaire (NLS) le permettant alors d’entrer dans le noyau et se ré-associer
avec le NF-KB (Sachdev S. et aï., 199$; Karin M. et aÏ., 2000). Ces données démontrent que la
localisation cytoplasmique du NF-icB dans les cellules au repos n’est pas statique mais résulte
plutôt d’un échange de ces sous-unités entre le noyau et le cytoplasme (Carlotti F. et al., 2000). Il
est important de souligner que l’activité du Nf-icB est dépendante du Ca2 nucléaire (Rogue P.J.
et al., 1999).
1.4.5 Mïtogen-activated proteïn kinases (1’1APKs)
Les rnitogen-activated protein kinases (MAPKs) sont une famille de sérine/thréonine
protéine kinases qui participent à plusieurs voies de signalisation induites par plusieurs stimulis
extracellulaires, incluant les facteurs de croissances. Les trois sous-groupes des MAP kinase de
mammifères sont les ERK (Cano E. et aï., 1995), les c-Jun NH2-tenuinal kinase (JNK; Dérijard
B. et al., 1994; Davis R. et aÏ., 1994; Kyriakis J.M. et al., 1994) et récemment la MAP kinase
p38 (Raingeaud J. et al., 1995; Freshney N.W. et al., 1994; Han J. et al., 1994). Le groupe des
ERKs (connus également en tant que p44 et p42 ; Nishida E. et al., 1993) est typiquement activé
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par les facteurs de croissance via une voie de signalisation dépendante de p21flS (Cano E. et aï.,
1995; Raingeaud J. et al., 1995). Les JNK et p38 MAP kinases répondent à des cytokines pro-
inflammatoires et au stress externe (Cano E. et aÏ., 1995). Un des rôles des MAP kinases ERK et
JNK sont l’activation de la transcription des gènes c-fos et c-jun (Cano E. et al., 1995).
Les GPCRs stimulent des systèmes générant plusieurs seconds messagers tels que
l’AMPc et le Ca2 (Gilman A.G., 1987) lesquels peuvent contribuer à la transcription de gènes. Il
y a de plus en plus de données expérimentales qui montrent les GPCRs activés monopolisent les
enzymes MAPKs cytosoliques pour la phosphorylation de certains facteurs de transcription et
amènent à la transcription génique (Pierce K.L. et al., 2001). Un mécanisme récent élucidé
pouvant induire la transcription génique fut la découverte des MAPKs dans les noyaux des
cellules HeLa, des fibroblastes d’embryon de poulet et dans des fibroblastes 3T3 de souris (Chen
R.H. et al., 1992; $anghera J.S. et aï., 1992). Les protéines kinases sont présentes dans le noyau
dans les conditions basales et peuvent être activées par l’insuline (Kim $.J. et aï., 1997). Donc, il
existe des mécanismes autres que la transiocation de MAPK cytosolique activée pouvant amener
à une activation de la MAPK nucléaire. MAPK kinase (MEK), l’enzyme qui phosphoryle les
MAPK, contient un NLS à son N-terminal (Garcia-Bustos J. et aÏ., 1991) et serait donc
possiblement responsable de l’activation des MAPKs nucléaires.
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HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS
Il existe certaines évidences que la eNOS peut transioquer au noyau (feng Y. et al. 1999;
Goetz R.M. et al. 1999; Govers R. et al. 2002; Giordano A. et al. 2002) et qu’elle peut être active
(Giordano A. et al. 2002). De plus, le récepteur LPA1 connu pour être couplé à l’enzyme eNOS
(Kou R. et al. 2002) a également été retrouvé au niveau nucléaire dans un état opérationel
(Gobeil f. et aÏ., 2003).
Compte tenu de ces évidences, on pourrait proposer comme hypothèse que l’enzyme
eNOS existe au niveau nucléaire, qu’elle peut être active au noyau (produire du NO) et que la NO
aurait un rôle à jouer dans la transcription génique.
Afin de répondre à cette hypothèse, trois objectifs principaux ont été élaborés:
1) Démontrer la présence nucléaire de la eNOS; 2) Mesurer l’activité de la eNOS nucléaire en
réponse à la stimulation avec le LPA ; 3) Identifier les mécanismes biochimiques pouvant être
activés par le NO et qui participent à la transcription génique. Les approches expérimentales sont
multidisciplinaires et ont été effectuées chez différents systèmes cellulaires ainsi que chez une
suspension de noyaux isolés. Afin de répondre au premier objectif, nous avons utilisés des
cellules COS-1 transfectées avec le gène eNOS couplé à la protéine fluorescente verte (GFP)
ainsi que des cellules endothéliales de la microvaisseaux cérébraux de porc nouveau-né (PCEC)
que nous avons stimulées avec le LPA. La microscopie confocale a été utilisée afin d’étudier la
transiocation nucléaire de la eNOS. Par la suite, des études en microscopie électronique et
d’irnrnunobuvardage de type western ont été effectuées sur des tissus de foie de rat intacts et
fractionnés afin de déterminer la localisation subcellulaire de la eNOS et la GCs plus
spécifiquement dans les organites nucléaires. Dans le but d’étudier l’activité de la eNO$
nucléaire, des expériences de mesure de la production de nitrites ainsi que des études de
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phosphorylation de la eNOS ont été entreprises. L’activité de la GCs nucléaire a également été
étudiée en mesurant la production de GMPc en réponse à un stimulus. Finalement, afin
d’identifier les mécanismes biochimiques nucléaires misent en jeu par le NO, nous avons étudié
le rôle du NO dans la mobilisation du calcium nucléaire par microscopie confocale, et par la
technique de fURA-2AM, dans l’activation des MAPK nucléaires par la technique





2.1 Réactifs chimiques et anticorps
Les réactifs chimiques ont été obtenus des compagnies suivantes : acide
lysophosphatidique stéroyl (LPAs) (Avanti Polar Lipids Inc., Birrningharn, AL); ffira-2-AM,
KT5$23, PD98059 (Calbiochem); SK&F96365 (BIOMOL); fluo-4-AM (Molecular Probes);
sodium nitroprusside (SNP), EGTA, BAPTA-AM, 1 H- [1 ,2,4]oxadiazolo{4,3 -a] quinoxalin- 1 -one
(ODQ), ammonium pyrrolidine-dithiocarbamate (PDTC), A1GnitroLarginine methyl ester (L
NAME), 3 -Isobutyl- 1 -methylxanthine (IBMX), creatinine phosphate, creatine phosphokinase
(CPK), L-arginine, (6R)-5 ,6,7,8-tetrahydrobiopterin dihydrochloride ((6R)-BH4), calmodulin de
cerveau bovin (CaM), flavine adenine dinucleotide (fAD), nitrate reductase (NAD[P]H) de
Aspergillus figer (NR) (Sigma); guanosine 5’ triphosphate (GTP) (Amersharn Biosciences);
NADPH (Roche Applied Science). Tous les autres réactifs chimiques ont été obtenus de Fisher
Scientific (Montréal, Québec, Canada).
Les anticorps et leurs sources sont: anticorps anti-eNOS/NOS Type III monoclonal et
polyclonal, anticorps anti-iNOS monoclonal, anticorps anti-nNOS monoclonal (Transduction
Laboratories); anticorps anti-guanylate cyclase soluble polyclonaux (Cayrnan et Fabgennix Inc.);
anticorps anti-phospho-MAPK (p-ERK1/2) polyclonal (Promega); anticorps anti-MAPK
(ERK1/2) polyclonal, anticorps anti-eNOS phosphoiylé monoclonal (Ser 1177) (Upstate
Biotechnology), IgG de chèvre anti-lapin conjugué à un Alexa-Fluor 594 (Molecular Probe).
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2.2 Animaux
Les expériences avec les animaux et les protocoles expérimentaux ont été effectués en
accord avec les règlements du Comité de Soin des Animaux du Conseil Canadien et approuvés
par le Comité de Soin des Animaux de l’Hôpital Ste-Justine. Les expériences ont été effectuées
sur des hépatocytes isolés de foie et de fois intact de rat adulte mâle Sprague Dawley (Charles
River, Québec, Canada).
2.3 Fractionnement cellulaire et isolation nucléaire
Le fractionnement cellulaire et l’isolation des noyaux de foie de rat ont été effectués par
ultracentrifugation différentielle sur un gradient de sucrose tel que décrit précédemment (Gobeil
F. et al., 2003). La pureté des fractions subcellulaires à été validée par des techniques
biochimiques, immunologiques et de structures telle que démontrée dans plusieurs publications
de notre laboratoire (Gobeil F. et aÏ., 2002; 2003). Les fractions nucléaires préparées démontrent
une activité spécifique faible de l’enzyme de la membrane plasmique 5’-nucléotidase (2%), une
absence d’immunoréactivité avec des anticorps spécifiques aux organites tel que l’enzyme
alkaline phosphatase et cytochrome C, une forte immunoréactivité pour les lamines A!C, comme
antigènes marqueurs de la membrane plasmique, des mitochondries (et cytosol) et noyaux,
respectivement. La pureté de la fraction nucléaire et l’intégrité des noyaux ont été confirmées par
la technique de microscopie électronique (Gobeil F. et al., 2002; 2003).
2.4 Culture cellulaire et transfection
Les cellules endothéliales primaires, obtenues de microvaisseaux cérébraux de porc
nouveau-né (PCEC) (Dumont I. et al., 1999) et les cellules COS-1 ont été mise en culture
(Gobeil, F. et al., 2003; An S. et aï., 199$). Les cellules COS-1 ont été transfectées avec l’ADNc
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pour eNOS-GFP (fournis généreusement par le Dr. J.?. Gratton, IRCM, Montréal, Canada) en
utilisant la lipofectarnine.
2.5 Analyse immunocytochimique et confocale
Nous avons mis en culture des cellules sur des lamelles traitées avec de la poly-D-lysine
(Fisher Brand) jusqu’à confluence. Les cellules transfectées et les PCEC ont été incubées dans un
milieu DMEM sans sérum durant la nuit avant de débuter les expériences. Les cellules ont été par
la suite incubées à différents temps (0, 15, 30 et 60 minutes) avec le s-LPA (10 tM). À la fin de
l’incubation, les cellules ont été lavées deux fois avec du tampon phosphate salin (PBS) froid,
fixées avec du 4% paraformaldehyde/PBS pour 20 min à la température de la pièce, bloquées et
perméabilisées avec du PBS contenant 5% sérum de chèvre, 5% sérum de veau foetal et du Tx
100 [0.1 %] pour 10 min à RT. Les cellules PCEC ont été incubées par la suite durant la nuit à
4°C avec l’anticorps anti-eNOS polyclonal (1:100) dilué avec du PBS, 5% sérum de chèvre et 5%
sérum de veau foetal, suivi d’incubation d’une heure à la température de la pièce avec du IgG de
chèvre anti-lapin conjugué à un Alexa-Fluor 594 (1:400). Le marquage des noyaux a été effectué
par la sonde fluorescente pour nucléotides sytox green (100 nM) ou avec le 4’,6-Diamidino-2-
phénylindole (DAPI) (300 nM) (Molecular Probes, Eugene, OR) ajouté après l’étape
d’incubation avec les anticorps secondaires. Les cellules PCEC et COS-1 ont été examinées avec
un microscope confocal Multi Probe 2001 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Comme
contrôle négatif, l’anticorps primaire a été omis.
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2.6 Immunohistochimie cryomicroscopique et électronique
Les deux procédures ont été effectuées telles que décrits avec quelques modifications
mineurs (Gobeil f. et al., 2003). Brièvement, le foie de rat a été perfusé avec 30 mL de saline
isotonique à travers la veine porte suivi par une perfusion/fixation avec 300 mL de 4%
paraforrnaldehyde/0.5% glutaraldéhyde/0. 1 M tampon sodium cacodylate pH 7.4. Les morceaux
dc foie de 1 mm3 ont été placées dans le même tampon de peffusionlfixation pour 1 h à 4°C. Les
morceaux ont été lavées par la suite avec un tampon de phosphate supplémenté 4% sucrose et
avec 2.3 M sucrose pour 30 min à 1 h. Les tissus ont été congelés dans de l’azote liquide puis
coupés en sections. Les sections ont été perméabilisées pour 10 min avec 0.1% TX- 100 et lavées
avec le tampon d’incubation sans le TX-l00. Les sections ont été incubées par la suite avec
l’anticorps anti-eNOS polyclonal (1:10) suivi par une incubation avec une incubation avec un
IgG conjugué avec un anticorps de chèvre anti-lapin (mm) (1:100). L’irnmunohistochimie de la
sGC a été effectué en cryomicroscopie sur des sections pré-enrobées telle que décrit (Gobeil F. et
al., 2003). Les sections ont été incubées avec l’anticorps polyclonal anti-sous-unité 131 de la GCs
(1:10) suivi par une incubation avec un IgG conjugué avec un anticorps de chèvre anti-lapin (10
nm) (1:20) (Sigma Chemical Co.). Les sections ont été contrastées et observées à l’aide d’un
microscope à transmission électronique tel que décrit (Gobeil F. et al., 2003). Les contrôles
négatifs ont été effectués en omettant les anticorps primaires.
2.7 Analyse par immunobuvardage de eNOS et GCs
Le SDS-PAGE et l’immunobuvardage ont été effectués tels que décrits précédemment
avec des modifications mineurs (Gobeil F. et al., 2003). Brièvement, des quantités égales (50 fig)
de fractions de protéines de membrane plasmique (PM), cytosolique (CYTO), noyaux entiers
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(WN) et d’enveloppe nucléaire (NE) d’hépatocytes ont été séparées par un gel SDS-PAGE 7.5 %
(pour eNOS) ou 9% (pour sGC), et transférées sur des membranes PVDF. Les membranes ont été
par la suite bloquées et subséquemment incubées durant la nuit à 4°C soit avec l’anticorps anti
eNOS monoclonal (1:500), anti-iNOS (1:250), anti-nNOS (1:2000) ou avec l’anticorps anti-
soluble guanylate cyclase antisérum (1:500). Les membranes ont été par la suite incubées avec les
anticorps secondaires horseradish conjugué à la peroxydase et développées tel que décrit (Gobeil
f. et al., 2003). Pour les analyses d’irnmunobuvardage de l’activation de eNOS, des noyaux
isolés (200 jig protéines) de foie de rat ont été traités ou non avec du s-LPA (10 tmol/L) à
différents temps soient 0, 5, 15 min dans le tampon d’incubation contenant de l’Hepes (25 mM)
pH 7.2, KC1 (125 mM), K2HPO4 (2 mM), MgC12 (4 mM) et CaCl2 (400 nM). Les échantillons
ont été congelés dans de l’azote liquide afin de terminer la réaction. Les protéines ont été
solubilisées en utilisant le système NUPAGE (Novex/Invitrogen), et migrées sur un gel 7.5 ¾
SD$-PAGE, transférées sur des membranes PVDF et ensuite incubées soit avec l’anticorps anti
phospho-eNOS polyclonal (dilution 1:500) ou avec l’anticorps anti-eNOS monoclonal (dilution
1: 1000) pour fin de normalisation. Les autoradiogrammes ont été scannés et analysés par
densitométrie (ImagePro 4+ sofiware).
2.8 Mesure de la production de nitrite dans les noyaux isolés de foie de rat
Les noyaux isolés de foie de rat (15 x 106 noyaux/essai; 400 ig protéines) ont été placés
dans un tampon d’incubation (lB) de composition suivante: Tris-HC1 (10 mM) pH 7.5, KCI (10
mM), MgCI2 (3 mM), CaCÏ2 (100 nM). De la L-arginine (100 jiM), du NADPH (1 mM), du BH4
(15 jiM), de la CaM (1 tM), du FAD (1 iM) et de la NR (80U/L) ont été ajoutés et la solution
oxygénée (volume final par échantillon: 500 fil). Les noyaux ont été incubés pour 15 min à 37°C
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avec le véhicule (tampon seul) ou avec sLPA (0.1 tM ; 1 rM; ou 10 tM) avec ou sans
l’inhibiteur des enzymes de synthèse du NO, le N(G)-nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME)
ou l’inhibiteur des récepteurs au LPA (LPA1), le TH-1603 préincubé 10 min avant stimulation.
La production de nitrite a été mesurée par chemiluminescence (NO analyzer tSieversl). La
concentration de protéines a été déterminée par l’essai de protéines Bradford utilisant la B$A
comme standard. La production de nitrite a été nonrialisée à l’aide de la concentration de
protéines.
2.9 Mesure de la production de GMPc par radio-immunologie dans les noyaux isolés de
foie de rat
Les noyaux isolés de foie de rat (100 ig protéines) ont été placés dans le même tampon
d’incubation (volume final par échantillon: 50 cl). Les noyaux ont été pré-incubés pour 5 min à
37°C avec 40 iL d’un tampon contenant l’IBMX (1.25 mM), GTP (2.5 mM), la créatinine
phosphate (37.5 mM) et la CPK (462.5 U/mL) et stimulés avec du $NP 50 iM en présence ou en
absence d’ODQ (0.3 !IM). Les niveaux de GMPc dans le surnagant ont été mesurés en utilisant le
kit de radioimrnunoessai commercial (Arnersham) et normalisés par rapport à la concentration de
protéines. Le donneur de NO rapide, le SNP (plutôt que le Deta-NONOate) a été utilisé dû à
l’instabilité de la suspension nucléaire après de longues périodes d’incubation.
2.10 Mesure des signaux calciques dans les noyaux isolés de foie de rat
Les signaux nucléaires Ca 2+ ont été mesurés par la technique de fura-2-AM (Gobeil F. et
aÏ., 2003). Brièvement, les noyaux isolés ont été incubés avec du fura-2-AM puis stimulés avec
du SNP (1, 10, ou 50 iM) avec ou sans les chélateurs de calcium, EGTA (100 4M) et BAPTA
44
AM (100 tM), l’iberiotoxine (0.1 tM), la thapsigargine (20 tM), le SK&f96365 (10 jiM),
1’ODQ (0.3 iM) ou le KT5823 (1 jiM) pour 15 min à 37 oc. La concentration de calcium
nucléaire a été mesurée par spectrofluoromètrie (modèle LS5O, Perkin EÏmer, UK) (Gobeil F. et
aÏ., 2003). Dans une autre série d’expériences, la microscopie confocale a été utilisée pour étudier
le mouvement spatio-temporel du Ca 2± nucléaire induit par le SNP dans un noyau unique (Gobeil
F. et aÏ., 2003).
2.11 Analyse par immunobuvardage des MAP kinases
Les noyaux isolés de foie de rat (50 jig protéines) ont été traités ou non avec le SNP
(1 jiM) pour O à 40 min comme décrit précédemment (Gobeil F. et aÏ., 2003). Dans une autre
série d’expériences, les suspensions nucléaires ont été pré-traitées avec ou sans l’ODQ (0.3 tM),
le KT5823 (1 iiM), le SK&F96365 (10 iM), 1’EGTA (100 jM) ou le PD98059 (1 iM) pour 15
min à 37°c avant stimulation avec le SNP (1 jiM). Les westerns blots ont été effectués tel que
décrit ailleurs (Gobeil F. et al., 2003).
2.12 Essai de transcription de gènes
L’expression de l’ARN nucléaire (ARNn) a été étudiée tel que décrit précédemment
(Gobeil F. et aÏ., 2003) avec quelques modifications. Brièvement, des noyaux isolés de foie de rat
ont été incubés à 37°C pour 30 min avec le tampon seul (véhicule) ou avec le SNP en présence ou
absence de l’ODQ (0.3 tM), le KT5823 (1 tM), 1’EGTA (100 tM), le PD9$059 (1 tM) ou le
PDTC (100 !IM) pré-incubés 15 min à 37°C. L’ARN total de noyaux purifiés a été isolé avec le
réactif de TriZol en suivant les instructions du manufacturier. L’expression d’ARN nucléaire a
été analysée par la technique de RT-PCR tel que décrit précédemment (Gobeil F. et al., 2003).
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Brièvement, 1 jig d’ARNn a été rétro-transcrit avec la transcriptase réverse du virus Moloney
murine leukernia (Invitrogen) et l’ADNc (100 ng) généré a été amplifié suivant un protocole de
35 cycles (94°C pour 30 s, 57.5°C pour 45 s et 68°C pour 1 mm) utilisant la Taq DNA
polyrnérase (fennentas).
2.13 Liaison du NF-KB à la séquence consensus d’ADN
Les noyaux ont été stimulés avec du SNP (1 jiM) pour 1 h et la liaison du NF-icB à sa
séquence consensus d’ADN a été effectuée comme décrit en détails précédemment (Marrache
A.M. et al., 2002).
2.14 Analyse statistique
Les données ont été analysées par le test ANOVA univarié, suivi par le test de comparaison
multiple de Dunnett ou de Tukey-Kramer, selon l’expérience. La signification statistique a été





3.1 Transiocation et localisation nucléaire de la eNOS déterminée par
immunofluorescence et microscopie électronique
Des expériences en immunofluorescence ont été effectuées en utilisant des cellules COS-l
transfectées avec le gène eNOS-GFP ainsi que dans des cellules endothéliales de microvaisseaux
cérébraux de porc nouveau-né (PCEC) exprimant la protéine eNOS native. Les deux types de
cellules expriment le récepteur 1 au LPA (LPA1) tel que confirmé par la technique du RT-PCR
(données non montrées). Les cellules COS-l et PCEC ont été stimulées avec le sLPA (10 tM) à
différents temps et les cellules ont été fixées et observées au microscope confocale. Au temps O
mm, les cellules ont un marquage de la protéine eNOS en vert (dans les cellules COS-1) ou rouge
(dans les cellules PCEC) à la membrane plasmique (Fig. 3.1). Après 15 min de stimulation, il y a
une re-localisation significative de eNOS dans des compartiments intracellulaires qui semblent
être des vésicules. La détection périnucléaire et intranucléaii-e est révélée à 30 min et est
soutenue après 60 min. L’immunofluorescence n’a pas été détectée dans les cellules COS-l non
transfecté et en absence d’anticorps primaire anti-eNOS dans les PCECs (données non montrées).
Par la suite, afin d’étudier la présence de eNOS in situ, des expériences de marquage
«imrnunogold» ont été effectuées sur des sections de tissu de foie de rat. Le marquage par
«immunogold» montre une présence basale de eNOS à la membrane plasmique d’hépatocytes
(Fig. 3.1-II A-B). L’enzyme eNOS a également été détectée dans la matrice nucléaire des
hépatocytes (Fig.3.l II-C), dans le cytosol d’un hépatocyte (Fig.3.l II-D) et d’une cellule
endothéliale (Fig.3.l II-f) ainsi dans le réticulum endoplasmique rugueux (Fig.3.1 II-E).
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Figure 3.1- I) Transiocation de eNOS au noyau suite à une stimulation avec le LPA
Marquage par immunofluorescence de eNOS sur les cellules COS-l exprimant la protéine de
fusion eNOS-GfP ainsi que sur les PCEC perméabilisées exprimant la eNOS native. Les deux
types de cellules ont été stimulées avec du s-LPA (10 iM) pour 0, 15, 30 et 60 min. eNOS-GFP
est montré en vert (dans les cellules COS-l) ou en rouge (dans les PCEC) et les noyaux ont été
marqués avec le DAPI (bleu) et visualisés par microscopie confocale. On peut observer après 30
min de stimulation avec le LPA, une relocalisation de eNOS de la membrane plasmique aux








































Figure 3.1- II) Détection in situ de eNO$ dans des sections de tissu de foie de rat par
microscopie électronique. A-B) Immunoréactivité de eNOS dans les membranes plasmiques
détectée par immunogold (flèches). Localisation in situ de la eNOS sur des sections de tissu de
foie de rat dans le nucléoplasme (C) ; dans le cytosol d’un hépatocyte (D) et d’une cellule
endothéliale (F) ; dans le réticulum endoplasmique rugueux (E). Les échelles sont de 1 j.irn.
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3.2 Présence périnuc]éaire et intranucléaire de eNOS et GCs détectée par des analyses
d’immunobuvardage de type western blot (pour eNOS et GCs) et par microscopie
électronique (pour GCs)
L’imrnunomarquage des fractions subcellulaires de noyaux de foie de rat avec l’anticorps
anti-eNOS monoclonal a révélé une bande immunoréactive à 130 kDa (Fig. 3.2 A) dans les
enveloppes nucléaires et dans les noyaux entiers suggérant une présence basale de eNOS dans les
régions périnucléaires et intranucléaires du noyau. Des expériences d’irnrnunornarquage de
fractions subcellulaires de noyaux de foie de rat avec l’anticorps anti-iNOS monoclonal ou
l’anticorps anti-nNOS monoclonal ont montré que ces deux enzymes ne sont pas présentes dans
le noyau (données non montrée). Afin de déterminer si le NO dérivé de l’enzyme eNOS nucléaire
pouvait agir sur une guanylate cyclase soluble nucléaire, des analyses en immunobuvardage de
type western blot ont été effectuées avec des fractions subcellulaires de noyaux de foie de rat
avec l’anticorps polyclonal anti-GCs de la sous-unité f31. Une bande immunoréactive à 70 kDa
( Fig.3.2A) dans les enveloppes nucléaires ont montré une présence basale de la GCs dans les
noyaux de foie de rat. Des expériences en cryomicroscopie avec des tissus de foie de rat ont
confirmé la présence basale de la GCs au niveau de la matrice nucléaire des noyaux
d’hépatocytes (Fig. 3.2 B).
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Figure 3.2- Distribution subcellulaire des protéines eNOS et GCs








Figure 3.2- Distribution subcellulaire des protéines eNOS et GCs. A) Immunobuvardage de
type western blot de eNOS et GCs dans différents organites provenant d’hépatocytes de rat. Les
protéines ont été extraites des membranes plasmiques (PM), de la fraction cytosolique (CYTO),
de l’enveloppe nucléaire (NE) ou des noyaux entiers (WN). Des quantités égales de protéines
dénaturées (50 .ig) de ses fractions ont été migrées sur gel 7.5% SDS-PAGE (pour eNOS) ou
9% (pour GCs), transférées sur des membranes PVDF et probées pour la eNOS en utilisant un
anticorps monoclonal de souris anti-eNOS ou un anticorps polyclonal de lapin anti-sGC.
B) Localisation in situ de la GCs nucléaire dans des sections de tissu de foie de rat par
cryornicroscopie. L’imrnunoréactivité de la GCs présentée dans le noyau est indiquée par une
flèche.
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3.3 Activité nucléaire de la eNOS mesurée à l’aide de la production de
nitrite et à l’aide de la phosphorylatïon de la eNOS nucléaire induite par le LPA
dans les noyaux isolés de foie de rat
Afin de déterminer si la eNOS nucléaire est active, on a mesuré la production de nitrite
dans des noyaux isolés de foie de rat. Puisque les récepteurs LPA1 ont été découverts
antérieurement au niveau des noyaux d’hépatocytes (Gobeil F. et al., 2003), nous avons voulu
tester si l’enzyme eNOS pouvait être activée par le sLPA. Tel que montré à la Figure 3.3 A, une
stimulation des noyaux avec le sLPA (1 tM et 10 tM) augmente la production de nitrite de façon
dose-dépendante. Lorsque le L-NAME est utilisé, la production de nitrite est complètement
bloquée, suggérant que la production du NO nucléaire provient de l’activité de la eNOS puisque
les enzymes iNOS et nNOS n’ont pas été retrouvées au noyau. Finalement, lorsqu’on utilise un
inhibiteur des récepteurs LPA1, le THG-1603, la production de nitrite est abolie (Fig. 3.3 A).
L’activité de l’enzyme eNOS nucléaire a également été étudiée à l’aide d’expériences de
phosphorylation sur le résidu Sen 177. Des noyaux isolés de foie de rat ont été stimulés avec du
sLPA (10 j.tM) pendant 0, 5 et 15 mm, et des expériences d’immunobuvardage de type western
blot ont été effectuées en utilisant soit l’anticorps polyclonal anti-P-eNOS ou l’anticorps
monoclonal anti-eNOS afin d’établir un ratio des protéines de eNOS-P/eNOS total. Les ratios
nous démontrent qu’après 5 min de stimulation avec le sLPA, il y a une phosphorylation
d’environ 2.0 + 0.2 fois alors qu’à 15 min de stimulation, cette phosphorylation est maintenue à
1.8 + 0.2. À l’aide de ces deux types d’expériences, nous pouvons conclure que la eNOS
nucléaire est fonctionnelle et peut produire du NO.
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Figure 3.3- Activité nucléaire de la eNOS mesurée à l’aide de la production de
nitrite et à l’aide de la phosphorylation de la eNOS nucléaire induite par le LPA






















Figure 3.3- Activité nucléaire de la eNOS mesurée à l’aide de la production de nitrites et à
l’aide de la phosphorylation de la eNOS nucléaire induite par le LPA dans les noyaux isolés
de foie de rat A) Activité nucléaire de eNOS dans des noyaux isolés de foie de rat. La
production de nitrite nette a été mesurée par chemiluminescence (NO analyzer [Sievers]) dans
des noyaux de foie de rat isolés placés dans un tampon d’incubation et stimulés avec du sLPA
avec ou sans l’inhibiteur de l’enzyme de synthèse du NO, le N(G)-nitro-L-arginine méthyl ester
(L-NAME) et avec ou sans l’inhibiteur du récepteur au LPA (LPA1), le THG-1603. Les données
sont des moyennes ± E.$.M. de trois expériences séparées. , p < 0.01 versus effet du véhicule;
, p< 0.05 et p< 0.001 versus effet de sLPA 10 iM. Test ANOVA univarié suivi par un test
de comparaison multiple Tukey. B) Les immunobuvardages à droite illustrent la phosphorylation
de eNO$ dans des noyaux isolés stimulés avec du sLPA pendant 0, 5 et 15 min. Les données sont
des moyennes ± E.S.M. de trois expériences séparées. Test ANOVA univarié suivi par un test de
comparaison multiple Tukey.
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3.4 Activité nucléaire de la GCs mesurée à l’aide de la production de GMPc
dans les noyaux isolés de foie de rat
Nous avons voulu déterminer par la suite si la GCs découverte au noyau pouvait être
activée par le NO et produire du GMPc. Des noyaux isolés de foie de rat ont été stimulés avec du
SNP et la production de GMPc a été mesurée à l’aide d’une expérience de radioimrnunoessai. Tel
que montré à la Figure 3.4, le SNP induit une production de GMPc de façon dose-dépendante. De
plus, en utilisant l’inhibiteur spécifique de la GCs, l’ODQ, cette production de GMPc induite par
le SNP est bloquée (Fig 3.4). On peut donc conclure que la GCs nucléaire peut être activée par le
NO produit localement.
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Figure 3.4- Activité nucléaire de la GCs déterminée par la mesure de la production





figure 3.4- Activité nucléaire de la GCs déterminée par la mesure de la production de
GMPc dans les noyaux isolés de foie de rat. Les noyaux ont été stimulés avec du SNP en
absence ou en présence de l’inhibiteur de la GCs, l’ODQ (0.3 tM). Les données sont des
moyennes ± E.$.M de trois expériences séparées. , p< 0.01 comparé au véhicule, p <0.01






3.5 Le NO induit la mobilisation nucléaire du Ca 2+
Le calcium nucléaire peut réguler plusieurs processus incluant la transcription génique
(Gobeil, F. et al., 2003). Nous avons voulu savoir si le NO pouvait induire des changements dans
le Ca2 nucléaire par des méthodes d’imageries en temps réel à l’aide de la microscopie confocale
et de sondes sensibles au Ca2 (fluo-4-AM et fura-2-AM respectivement). La mobilisation rapide
du Ca2 nucléaire rapide a été visualisée dans un noyau isolé (Fig. 3.5 A). Les images de
différentes sections d’un même noyau illustrent le mouvement de transition du Ca2 à l’intérieur
du noyau en réponse au SNP (Fig. 3.5 3). Finalement, à l’aide de la méthode fura-2-AM utilisant
un spectrofluoromètre, nous avons pu étudier les voies de signalisation impliquées dans la
mobilisation du Ca2 nucléaire par le NO. L’incubation de noyaux isolés de foie de rat avec le
SNP a induit une mobilisation calcique dose-dépendante (Fig. 3.5 C) pouvant être bloquée par
des chélateurs du Ca2, l’EGTA et BAPTA-AM, un bloqueur de canal calcique, le SK&F96365,
ainsi que par un inhibiteur de la GCs, l’ODQ et l’inhibiteur de la PKG, le KT5823, suggérant une
voie de signalisation impliquant la GCs/PKG.
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Figure 3.5- SNP induit une mobilisation du calcium dose-dépendante dans les
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Figure 3.5- SNP induit une mobilisation du calcium dose-dépendante dans les noyaux isolés
de foie de rat. A) Calcium intranucléaire induit par le NO dans un noyau isolé de foie de rat
marqué avec la sonde fluorescente fluo-4-AM et mesuré par microscopie confocale. L’échelle de
pseudo-couleurs représente l’intensité de fluorescence de O à 255 pour le calcium. Noter:
l’intensité de fluorescence du calcium obtenue par microscopie confocale a été automatiquement
convertie en valeur numérique à l’aide du logiciel «Molecular Dynamics». Les images sont
représentatives de trois expériences séparées. B) Différentes sections d’un même noyau ont été
prises et ce faisant on peut apprécier clairement les mouvements de Ca2 à travers le noyau en
réponse au SNP. C) Les signaux calciques ont été obtenus de noyaux de foie de rat marqués avec
la sonde fluorescente fura-2-AM et détectés par un spectrofluorornètre. Les données sont des
moyennes ± E.S.M de quatre expériences séparées. ‘, p < 0.05, p <0.001 versus véhicule,







3.6 Le NO active les MAPKs nucléaire
Par la suite, nous avons voulu examiner la phosphorylation de ERK1/2 dans des noyaux
isolés de foie de rat en réponse au SNP (1 .iM). Tel qu’illustré dans la Figure 3.6 A, le SNP
stimule une augmentation temps-dépendant de la phosphorylation de la p42 MAPK, où le pic est
atteint après 10 min de stimulation. Par ailleurs, les niveaux totaux d’ERK1/2 sont restés stables
durant l’expérience. Afin d’étudier la voie de signalisation impliquée dans la phosphorylation de
la p42 MAPK, des inhibiteurs ont été utilisés (fig. 3.6 B). Nous avons constaté que cette
phosphorylation (et donc l’activation) est dépendante de la GCs, de la PKG ainsi que du Ca 2+
De plus, cette activation a été bloquée par l’inhibiteur des MEK, le PD9$059 (Fig. 3.6 B).
3.7 Le NO induit la transcription du gène INOS par un mécanisme dépendant du
Ca 2+ nucléaire, de la voie GCs/PKG nucléaire, des MAPKs et du Nf-KB
Finalement, une incubation des noyaux isolés de foie de rat avec le $NP [1 jiM]a induit la
transcription du gène iNO$ de façon dose-dépendante (Fig. 3.7 A), et cette transcription était
dépendante de la GCs, de la PKG, du Ca2, des ERK1/2 ainsi que du NF-kB (Fig. 3.7 B)
concordant avec les expériences de mobilisation du calcium nucléaire (voir Fig. 3.5 B). De plus,
la stimulation des noyaux avec le SNP (1 h) a augmenté la liaison spécifique du NF-kB à sa
séquence consensus d’ADN (Fig. 3.7 C). L’inhibiteur du NF-kB, le PDTC, a bloqué la
transcription de iNOS induite par le SNP dans les noyaux isolés (Fig. 3.7 B).
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Figure 3.6- Activation de la voie de signalisation des MAPKs par le SNP dans les
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Figure 3.6- Activation de la voie de signalisation des MAPKs par le SNP dans les noyaux
isolés de foie de rat. A) Cinétique de la phosphorylation de la MAPK p42. Noter une
phosphorylation prononcée de la MAPK p42 à 10 min. MAPK totaux (MAPK p44, p42) n’ont
pas changé au cours de l’expérience. , p< 0.05, **
,
p < 0.01 versus effet de O min. Test
ANOVA univarié suivi par un test de comparaison multiple Dunnett (trois expériences
différentes). B) Phosphorylation de la MAPK p42 est dépendante de la GCs, le PKG et le
calcium. Les données sont des moyennes ± E.S.M de trois expériences. # p < 0.00 1 versus SNP
O mm, p< 0.01, p < 0.001 versus effet du $NP 10 min. Test ANOVA univarié suivi par
un test de comparaison multiple Tukey.
65








SNP dans les noyaux isolés de foie de rat
SNP





















Figure 3.7- Effecteurs impliqués dans la transcription du gène iNOS induite par le
SNP dans les noyaux isolés de foie de rat (suite)
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Figure 3.7- Effecteurs impliqués dans la transcription du gène ÎNOS induite par le SNP
dans les noyaux isolés de foie de rat. A) Effet dose-dépendant du SNP et B) Expression du gène
iNOS induite par le SNP. L’expression a été déterminée par la technique de RT-PCR. p <
0.01 versus véhicule (A), p < 0.001 versus effet du SNP 1 jiM (B). Test ANOVA univarié
suivi par un test de comparaison multiple Dunnett (A) ou par un test de comparaison multiple
Tukey (B). C) Liaison du Nf-id3 à l’ADN en réponse à une stimulation nucléaire avec le SNP.
$NP induit une augmentation marquée de la liaison (en absence de compétiteurs); excès de la
séquence consensus froide (compétiteur spécifique) bloque la liaison alors qu’une séquence




L’enzyme eNOS est habituellement exprimée à la membrane plasmique (Pollock J.$. et
al., 1993; Hecker M. et al., 1994) ou exclusivement dans les caveolae (Shaul P.W. et al., 1996;
Feron O. et al., 1996). Durant ces dernières années, plusieurs études ont montré que l’enzyme
pouvait se retrouver dans l’appareil de Golgi (Sessa W.C. et al., 1995; Liu J. et al., 1997) et plus
récemment, près du noyau (Feng Y. et al., 1999; Goetz R.M. et al., 1999; Govers R. et al., 2002;
Gilchrist M. et al., 2004). Une fonction possible du NO produit directement au noyau peut être la
modulation de l’expression des gènes. La localisation et la migration des isoforrnes NOS au
noyau peut fournir un environnement subcellulaire plus approprié que le cytosol pour une action
plus spécifique et efficace de ces systèmes enzymatique. Il ne serait pas surprenant si un contrôle
similaire de la signalisation du NO était présent dans d’autres types cellulaires sous des
conditions physiologiques ou pathophysiologiques. En fait, la présence de la eNOS nucléaire et le
rôle du NO au niveau du noyau, ont été démontré dans la littérature, mais pas de façon
concluante.
L’hypothèse de cette étude est que la eNOS est présente et active au niveau nucléaire et
que le NO produit par cette enzyme régule la transcription de gènes. Les résultats présentés dans
ce mémoire illustrent pour la première fois, des preuves expérimentales convainquantes de la
présence et de la translocation de eNOS au niveau du noyau en utilisant différentes techniques
telles que l’irnrnunofluorescence chez les cellules COS-l exprimant la protéine de fusion eNOS
GFP ainsi que chez les cellules endothéliales, la microscopie électronique et l’immunobuvardage
dans des fractionnements de tissus de foie de rat. Nous démontrons également que la eNOS
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nucléaire peut être active par la mesure de production de nitrite et par l’étude de sa
phosphorylation sur le résidu Ser1177 suite à l’activation de noyaux isolés de foie de rat avec le
sLPA. De plus, nos résultats révèlent pour la première fois la présence basale de la guanylate
cyclase soluble (GCs) dans les noyaux de foie de rat ainsi que son activité (production de GMPc
après stimulation avec le donneur de NO, le sodium nitroprussiate (SNP). finalement, nous
démontrons que la stimulation de noyaux isolés de foie de rat avec le SNP induit l’expression du
gène iNOS et que cette transcription découle de l’activité subséquente de la GCs, de la PKG, du
Ca2, des MAPKs et du NF-icB. Ces résultats établissent pour la première fois un mécanisme
important par lequel le NO dérivé possiblement de la eNO$ peut agir comme molécule de
signalisation dans le noyau et induire ainsi la transcription du gène iNOS (figure 4).
Figure 4- Résumé des résultats obtenus
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Le premier objectif de cette étude fut de démontrer la présence nucléaire de la eNOS.
Premièrement, nous avons testé l’hypothèse que l’enzyme eNOS pouvait transioquer au noyau
suite à une stimulation avec l’acide lysophosphatidique (LPA) puisque ce dernier est connu pour
activer la eNOS (Kou R. et al., 2002 ) et que les récepteurs au LPA (LPA1) ont été identifiés aux
noyaux d’hépatocytes foie de rat et sont fonctionnels (Gobeil F. et al., 2003). Nous avons utilisé
la technique d’immunofluorescence avec des cellu1es COS-1 transfectées avec l’enzyme eNOS
fusionnée avec la protéine fluorescente verte (GFP) (Fig. 3.1-I). Nous avons également utilisé des
PCECs. Les cellules ont été traitées avec le sLPA (10 tM). Nos images en microscopie confocale
démontrent clairement une translocation de l’enzyme eNOS dans les deux systèmes cellulaires
(PCEC et COS-1) après 15 mi translocation soutenue même après 30 min. Par ailleurs, des
études in situ en microscopie électronique dans des tissus de foie de rat ont montré une présence
basale de la eNOS dans les noyaux d’hépatocytes (Fig. 3.1-II). Des expériences
d’immunobuvardage de fractionnements de foie de rat ont confirmé les observations puisque les
bandes de protéines immunoréactives obtenues au niveau des fractions nucléaires ont la même
masse moléculaire que les protéines de la membrane plasmique impliquant que la eNOS
nucléaire semble identique à celle de la membrane plasmique (Fig 3.2-A).
Le mécanisme par lequel la transiocation influence l’activation de eNOS n’est pas
complètement élucidé. La localisation de la eNOS change selon l’activation de la membrane au
cytosol et la translocation semble être importante pour l’activation ou l’inactivation de l’enzyme.
Un des mécanismes important qui peut entrer en jeu est la palmitoylation de la eNOS. La S
palmitoylation peut survenir de façon spontanée sous certaines conditions et peut également être
catalysée par des protéines palmitoyltransférases localisées dans le réticulum endoplasmique
tER), l’appareil de Golgi et les membranes plasmiques (Linder M.E. et al., 2003). Des protéines
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eNOS mutantes déficientes en palmitoylation sont attachées aux membranes et ne sont pas
transportées à la membrane plasmique; elles s’accumulent plutôt dans l’appareil de Golgi
(Robinson L.J. et aÏ., 19955; Sowa G. et aÏ., 1999) suggérant que la palmitoylation est essentielle
au ciblage de la eNOS à l’appareil de Golgi et à la membrane plasmique mais pas entre le
réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Par contre, on ne sait pas encore si la
palmitoylation de eNOS survient dans le réticulum endoplasmique ou dans l’appareil de Golgi et
si la palmitoylation est le seul signal ou si d’autres interactions protéines-protéines dans l’appareil
de Golgi sont nécessaires pour cibler eNOS à la membrane plasmique.
Alors que la palmitoylation de eNOS joue un rôle important dans son ciblage à la membrane
plasmique, il a été suggéré que la dépalmitoylation pourrait jouer un rôle dans la translocation de
eNOS de la membrane plasmique au cytoplasme après son activation par certains agonistes
extracellulaires. Les agonistes tels que la bradykinine (Prabhakar P. et al., 199$), l’oestrogène
(Goetz R.M., et al., 1999), le cérarnide (Igarashi J. et al., 1999) et le VEGF (Feng Y. et al., 1999)
induisent la translocation de la eNOS de la membrane plasmique au cytoplasme en diminuant son
association avec la cavéoline- 1. La dépalmitoylation pourrait donc représenter un mécanisme
possible pour la relâche de protéines de signalisation de la membrane en réponse à une
stimulation avec un agoniste (Robinson L.J. et aÏ., 1 995a). Une enzyme spécifique capable de
catalysée la dépalmitoylation de la eNOS in vitro a été identifiée, l’acyl-protéine-thioestestérase 1
(Yeh D.C. et aÏ., 1999). Finalement, on sait que l’activation de eNOS et la production de NO
production peuvent influencer la dépalmitoylation (Hess D.T. et al., 1993).
Par ailleurs, un autre mécanisme important dont il faudrait tenir compte est la liaison de la eNOS
avec la HSP9O. En fait, quelques agonistes de eNOS, tels que l’oestrogène, le VEGF et la force de
cisaillement semblent induire la liaison de la HSP9O avec la eNOS (Garcia-Cardena G. et al.,
199$; Kone B.C., 2000; Chambliss K.L. et aÏ., 2002). La H$P90 est une chaperone moléculaire
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qui joue un rôle essentiel dans la maturation de plusieurs protéines. Ensemble avec d’autres
membres de la famille des HSP (H$P70, H5P34), ces protéines aident à stabiliser les structures
de chaînes de polypeptides naissants, augmentant leur stabilité et en prévenant leur dégradation.
H$P90 co-immunoprécipite avec eNOS dans des extraits de cellules endothéliales (Gratton J.P. et
al., 2000) et l’association de eNOS avec HSP90 augmente la production de NO. Par contre, on ne
sait pas encore si l’interaction entre HSP9O et un complexe de protéines dont eNOS fait partie
constituerait la machinerie nécessaire qui régule le routage intracellulaire de la eNOS.
Finalement, des protéines tels que la dynamine-2, la NOSIP (protéine interagissant avec eNOS) et
la NOSTRIN (NOS 3 traffic inducer) sont également des candidats importants pour la
relocalisation de la eNOS. Des données montrent que la dynarnine-2 (Cao S. et al. 2001) ou la
NOSIP (Dedio J. et al., 2001) peuvent promouvoir la relocalisation de la eNOS de la membrane
plasmique et de l’appareil de Golgi à des structures ressemblant à des vésicules distribuées dans
le cytosol. La NOSTRTN semble réguler le ciblage intracellulaire de la eNOS dans différents
types cellulaires (Zimmermann K. et al., 2002). Par contre, le rôle physiologique, s’il y en a, joué
par ces protéines dans la régulation de eNOS reste à être déterminer.
Le concept courant assume que le NO diffuse librement à travers la membrane plasmique
dans le cytoplasme de la cellule cible, où il active son enzyme récepteur cytosolique, la GCs.
Néanmoins, le NO est de 6-20 fois plus soluble dans des couches lipidiques comparé avec les
fractions aqueuses (Malinski T. et al., 1993). Puisque la quantité du NO a été montré être en plus
grande concentration aux ou près des membranes et en plus petite concentration dans un
environnement aqueux (Malinski T. et al., 1993), il serait logique de penser que le site d’action
du NO n’est pas le cytosol mais plutôt les membranes cellulaires. La GCs présente à la membrane
nucléaire serait plus proche de l’enzyme eNO$ et du produit NO suggérant un mode d’activation
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plus efficace que lorsqu’elle est localisée dans le cytoplasme. Récemment, des chercheurs ont
découvert que la GCs est partiellement associée avec la membrane plasmique et qu’elle comporte
une sensibilité accrue pour le NO, Après l’activation cellulaire, la GCs transloque à la fraction
membranaire dans les plaquettes humains et s’associe avec la fraction des caveolae et ce d’une
manière dépendante de la concentration du calcium intracellulaire (Zabel U. et al., 2002). Par
ailleurs, des données récentes ont montré que l’activation des éléments du promoteur fos par le
NO requièrent une translocation nucléaire de la PKG (Gudi T. et al., 2000).
Notre prochain objectif fut donc d’étudier la présence de la GCs au niveau du noyau. La
GCs a été retrouvée au niveau nucléaire et périnucléaire d’hépatocytes de rat. Des études en
immunobuvardage (Fig. 3.2-A) nous ont révélé une bande immunoréactive pour la sous-unité f3-l
de la guanylate soluble dans des fractions nucléaires d’hépatocytes de foie de rat. Ces bandes ont
le même poids moléculaire apparent que celui retrouvée dans le cytosol. Nos expériences en
cryornicroscopie ont venu confirmer cette observation (Fig. 3.2-B).
Les enzymes eNOS et GCs sont donc présentes au niveau nucléaire. La Hsp9O pourrait jouer un
rôle essentiel dans ce mécanisme, car il a été montré pouvant interagir avec la eNO$ et la GCs
(Venema R.C., et al. 2003). Par conséquent, la Hsp9O pourrait être impliqué dans le transport
nucléaire de la eNOS et la GCs.
Par la suite, nous avons voulu vérifier l’activité de la eNOS ainsi que de la GCs nucléaire.
Afin de tester l’hypothèse que la eNOS nucléaire pouvait produire du NO, nous avons utilisé des
noyaux isolés de foie de rat (puisque ces derniers peuvent être obtenus en très grande quantité et
de façon très pure) que nous avons stimulé avec le sLPA. Le nitrite a été mesuré par
chemiluminescence avec l’appareil NO analyser [$ievers]. Nos résultats révèlent que la eNOS
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nucléaire présente de façon basale peut être activée de façon dose dépendante avec le sLPA (1
iM et 10 .iM) et que cette activation peut être bloquée par l’inhibiteur des NOS, le L-NAME
ainsi que par l’antagoniste du récepteur LPA1, le THG-1603 (Fig. 3.3A). L’activité de la eNOS
nucléaire a été également testée par la phosphorylation de son résidu Sen 177 induite par le
sLPA. Des noyaux isolés de foie de rat ont été stimulés avec le sLPA, et on a pu remarquer une
augmentation du degré de la phosphorylation de la eNOS après 5 mm; cette phosphorylation fut
soutenue après 15 min (Fig. 3.33). Ces deux techniques combinées nous a permis de conclure
que l’activation de la eNOS nucléaire par le sLPA est spécifique.
Dans le but d’étudier l’activité nucléaire de la GCs, des noyaux de foie de rat ont également été
utilisés et stimulés avec un donneur rapide de NO, le sodium nitroprussiate (SNP) (Fig. 3.4). La
production de GMPc a été mesurée après 20 min à l’aide d’un kit radioimrnunoessai commercial.
Nous avons constaté une production dose-dépendante de GMPc qui peut être bloquée par l’ODQ,
un inhibiteur de la GCs (Fig. 3.4).
Le noyau est une barrière dynamique aux ions incluant le calcium (Mazzanti M. et al.,
2001); dans l’état non-stimulé, les préparations nucléaires exhibent des concentrations stables de
Ca2 (Gobeil F.et al., 2002). Le calcium nucléaire joue un rôle dans la réparation de l’ADN, la
condensation de la chromatine et dans la régulation de la transcription génique (D’Santos CS,
1998; Gobeil F 2002). Les canaux calciques 1P3, 1P4, les canaux Ka et les récepteurs ryanodine,
de même que des pompes telle la pompe Ca2t ATPase, sont impliqués dans ces mécanismes de
2+ . .
regulation du Ca (Malviya A.N. et al., 1990; Gerasimenko O.V. et al., 1996; Gobeil F. et al.,
2002).
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Puisque l’objectif de cette étude était d’étudier le rôle du NO dans la transcription
génique, nous avons voulu tester si le SNP pouvait moduler le calcium nucléaire avec des sondes
sensibles au Ca2 tels que le fluo-4-AM et le fura-2-AM. Des expériences en microscopie
confocale illustrent clairement des mouvements calciques à l’intérieur de noyaux isolés de foie de
rat en réponse à une stimulation avec le SNP (fig. 4A-B). À l’aide d’expériences de
spectrophotornétrie en utilisant la sonde flira-2-AM, nous avons pu déterminer que cette
mobilisation calcique était dépendante du Ca2 extra- et intranucléaire, de la GCs, ainsi que de la
PKG (Fig. 4C).
Les mécanismes par lesquels les canaux calciques pourraient être activés comprennent la
$-nitrosylation. La S-nitrosylation des résidus cystéyls résultant en l’addition d’un groupe NO
modifie l’activité de différentes protéines. Le NO interagit avec l’02 ou le O2’ pour produire des
espèces réactives d’azote (RN$) capables de nitrosyler des résidus cystéyls. Des données ont
démontré que la nitrosylation modifie la fonction de certaines protéines incluant le récepteur N
méthyl-D-aspartate (NMDA) (Choi Y.B. et al., 2000), la 21Ras (Lander H.M. et al., 1997), la
caspase-3 (Mannick J.B. et al., 1999), et la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH) (Molina y Vedia L. et al., 1992), suggérant que la $-nitrosylation puisse être un
mécanisme important dans la régulation cellulaire. De plus, la nitrosylation semble moduler
l’activité de certains canaux, tel que le récepteur ryanodine qui est activé par cette modification
post-traductionnelle (Xu L. et aï., 199$). On ne peut donc exclure totalement un mécanisme par
lequel les canaux calciques nucléaires pourraient être activés par le NO suite à une nitrosylation.
Par la suite, nous avons voulu étudier si le NO pouvait activer les MAP kinases
nucléaires. En effet, les MEK-l ont été localisés dans le noyau (Kim S.J. et al., 1997). Des
noyaux isolés de foie de rat ont été stimulés avec le $NP (1 iM) et la MAPK p42 a été
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phosphorylée d’une manière dépendante du temps (fig. 3.6 A). De plus, Cette phosphorylation
des ERK1/2 par le SNP semble être dépendante de la voie GCs-PKG, ainsi que du calcium (Fig.
3.6 3). Des données récentes indiquent que la NO peut activer les MAPK p38 et p42/p44
(ERK1/2) d’une manière dépendante du GMPc et de la PKG dans plusieurs types cellulaires. Par
exemple, l’expression de la métalloprotéinase-13 et de la hème-oxygénase-1 dans les cellules
endothéliales est dépendante de l’activation de ERK1/2 (Zaragoza C. et al., 2002; Kiemer A.K. et
al., 2003).
Par ailleurs, nous avons voulu tester à l’aide de la technique de RT-PCR les effets d’un
donneur de NO sur la transcription du gène iNOS dans les noyaux isolés de foie de rat. La
technique de RT-PCR a été précédemment utilisée pour détecter la transcription de gènes suite à
une stimulation de noyaux isolés (Battacharya M. et al., 1999; Gobeil F. et al., 2002; Marrache
A.M. et al., 2002). Une stimulation avec le SNP induit de façon dose-dépendante la transcription
du gène iNOS (Fig. 3.7 A). La voie de signalisation nucléaire par le donneur de NO qui est
impliquée dans la transcription du gène iNOS a également été étudiée à l’aide d’inhibiteurs
pharmacologiques. Nous avons découvert que l’induction du gène iNO$ par le NO découle de
l’activité subséquente de la GCs, de la PKG, du calcium, des MEK/ERK1/2 et du NF-kB (Fig.
3.7 B).
Plusieurs études ont déjà démontré un rôle du NO dans la transcription génique. Les actions du
NO sur la transcription de gènes semblent impliqués la $-nitrosylation de protéines avec une
altération subséquente de facteurs de transcription liant le site du promoteur (Lee 3$ et al., 2001;
Marshall H.E. et al., 2001), de même que l’activation de la GCs qui stimulent la voie de
signalisation de la protéine kinase G dépendante du GMPc (PKG) (Morris B.J., 1995). Des
données ont montré que la voie de signalisation NO/GMPc peut moduler la transcription de
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plusieurs gènes dans différents types cellulaires. Parmi les produits de gènes pouvant être
modulés par le NO/GMPc, on retrouve le TNf-Œ, la cyclooxygénase-2 (COX-2), la iNOS, c-fos,
c-jun, la GCs, et la PKG (Kalra D. et al., 2000; Perez-Sala D.(A) et (B) et aÏ., 2001; Pilz R.B. et
al., 1995; SoffG.A. et al., 1997).
En dernier lieu, les MAPK, une fois phosphorylée peuvent alors activer le Nf-kB (Garcia
Garcia E. et al., 2001). Habituellement, le Nf-kB forme un complexe avec sa sous-unité
inhibitrice, dans le cytoplasme. Il y a dissociation de ce complexe suite à la phosphorylation de
1kB induite par un stimulus extérieur (Karin M. et al., 2000). Comme le Nf-kB, le 1kB libre (non
dégradé) peut alors entrer à l’intérieur du noyau (Sachdev S. et al., 199$; Karin M. et al., 2000) et
se ré-associer avec le NF-kB. L’IkB et le NF-kB contiennent tous deux des séquences de
localisation nucléaires (NLS) ce qui permet d’expliquer comment ces sous-unités peuvent
voyager entre le noyau et le cytoplasme, et la présence du complexe NF-kB dans le noyau
(Carlotti f. et aÏ., 2000). Le Nf-kB pourrait être également activé par le GMPc à l’aide d’une
phosphorylation directe par le PKG des sous-unités p50 et p65 (He B. et al., 2003). La région du
promoteur du gène iNO$ contient des séquences de liaison pour le NF-kB. Nous avons
finalement trouvé que le $NP pouvait induire une liaison du NF-KB avec sa séquence consensus
d’ADN dans des extraits nucléaires par la technique des gels à retardement (EMSA) (fig. 3.7 C).
Il faudrait mentionner également que le SNP a étét utilisé comme donneur de NO tout au
long de ce projet. Puisque le SNP est connu pour relâcher du cyanure (CN—) (un maximum de
cinq équivalents de CN— par mole de SNP), cela pourrait affecter les réponses cellulaires. Des
contrôles avec cet anion devrait être utilisé dans le futur.
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En résumé, les données présentées dans ce mémoire démontre que la eNO$ est non
seulement distribuée dans les membranes cellulaires, mais également dans le noyau. La eNOS
nucléaire offre de nouvelles avenues pour des actions intracellulaires du NO. Des études plus
poussées sont nécessaires afin de clarifier en détails les mécanismes de transduction du signal
impliqués dans les actions du NO via la GCs nucléaire et de détenTiiner si les résultats obtenus




CONCLUSION ET DIRECTIONS FUTURES
Ce mémoire comporte des données suggérant la présence de l’enzyme eNOS au niveau
nucléarire chez plusieurs types cellulaires dont, les cellules CO$-1 transfectées avec eNOS-GFP,
les cellules endothéliales de microvaisseaux cérébraux porcin (PCEC) ainsi que dans des
hépatocytes de foie de rat. Plusieurs techniques expérimentales ont été utilisées pour démontrer la
translocation nucléaire de la eNOS et sa fonctionnalité. Une nouvelle voie de signalisation du NO
liée à l’expression de gènes a été révélée. Le NO nucléaire semble signaler via une guanylate
cyclase soluble fonctionnelle également découverte au noyau. Cette nouvelle voie de
signalisation intracrine du NO nécessite la participation également de la PKG, du calcium, des
MAPK ainsi que du Nf-KB.
Ces découvertes ouvrent de nouvelles avenues dans le domaine de la recherche porté sur
la biologie du NO. Plusieurs études restent à être élaborer afin de répondre à plusieurs questions
telles que les mécanismes impliqués dans la translocation de la eNOS ainsi que la voie de
signalisation détaillée du NO et de la GCs nucléaires. De plus, une étude approfondie du rôle de
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